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Resumen 

El cultivo de tomate de árbol (Solanum betaceum Cav.) es un cultivo que, aunque es muy 

conocido y sus frutos muy consumidos en Colombia, no se encuentra tecnificado, como 

muchos otros cultivos en el país. Este frutal es susceptible a plagas como mosca blanca y 

áfidos, y a enfermedades como las causadas por virosis o por hongos, por ejemplo, la 

antracnosis, enfermedad causada por los hongos Colletotrichum, que causa daños 

principalmente en el fruto, ya sea antes o después de su cosecha, y también afecta partes 

jóvenes como flores y primordios foliares. 

 

Con miras a la transformación estable de tomate de árbol común para eventualmente poder 

generar alguna resistencia a enfermedades como la antracnosis, en este trabajo se 

optimizó la regeneración in vitro de esta especie vía organogénesis obteniéndose un 

promedio de 18 brotes por explante, en el caso de hojas. Se evaluó la expresión transitoria 

en hojas de tomate de árbol común in vitro, mediante el plásmido pCambia 1305.2 con el 

gen reportero gusPlus y la agroinfiltración de hojas en planta, esta última utilizando la cepa 

EHA105 de Agrobacterium tumefaciens con el plásmido pMDC85, portando los genes para 

una endoquitinasa (pcht28) o para una ɓ-1,3-glucanasa (PpGlu); hasta la fecha no hay 

reportes de la evaluación de la expresión transitoria en hojas de tomate de árbol mediante 

agroinfiltración. Mediante el gen gus se encontró una eficiencia de transformación del 

97,5% para la cepa EHA105, con base en el número de explantes gus positivos. Se llevaron 

a cabo ensayos in vitro para evaluar la expresión de los genes pcht28 y PpGlu en 

segmentos de hojas de tomate de árbol común, y se encontró un alto sobrecremiento de 

Agrobacterium y una alta tasa de muerte del tejido in vitro.  

 

Palabras clave: Agroinfiltración, expresión transitoria, glucanasa, gus, organogénesis, 

quitinasa, tomate de árbol. 
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Abstract 

Organogenesis, in vitro regeneration and expression of gus, gfp, pcht28 and PpGlu 

genes in common tree tomato (Solanum betaceum Cav.) 

Tree tomato (Solanum betaceum Cav.) is a crop well known and its fruits widely consumed 

in Colombia, but it is not technified, like many other crops in the country. This fruit tree is 

susceptible to pests such as whiteflies and aphids, and to diseases caused by viruses or 

fungi, for example, anthracnose, disease caused by Colletotrichum fungi, which mainly 

causes damage to the fruit, either before or after harvest, and it also affects the young parts 

as flowers and leaf primordia. 

 

For the purpose of the stable transformation of common tree tomato, in the future, to 

eventually be able to generate some resistance to diseases such as anthracnose, in this 

work the in vitro regeneration of this species via organogenesis was optimized, obtaining 

an average of 18 shoots per explant, in the case of leaves. The transient expression in 

common tree tomato leaves in vitro was evaluated by means of the pCambia 1305.2 

plasmid with the gusPlus reporter gene and the agroinfiltration of leaves in the plant, this 

last one using the EHA105 strain of Agrobacterium tumefaciens with the plasmid pMDC85, 

carrying the genes for an endochitinase (pcht28) or for a ɓ-1,3-glucanase (PpGlu). To date 

there are no reports of the evaluation of transient expression in tree tomato leaves by 

agroinfiltration. Using the gus gene, a transformation efficiency of 97,5% was found for the 

EHA105 strain, based on the number of positive gus explants. In vitro assays were carried 

out to evaluate the expression of pcht28 and PpGlu genes in segments of common tree 

tomato leaves, and a high overgrowth of Agrobacterium and a high rate of tissue death in 

vitro were found. 
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Introducción 

 

El tomate de árbol, Solanum betaceum Cav (sinónimo: Cyphomandra betacea), también 

es conocido como tamarillo, tomate de palo, tomate andino y pepino de árbol. Pertenece a 

la familia Solanaceae, originario de la zona andina de América del Sur, principalmente de 

Ecuador, Bolivia y Perú. La planta llega a medir de 2-5 m de altura. Crece de forma silvestre 

entre 1000 y 3000 msnm, pero su altitud óptima está entre 1700 a 2200 msnm, con 

temperaturas de 14 a 22ºC. Posee hojas alternas, simples, enteras, generalmente 

agrupadas. Sus flores son rosa claro, de 1,3-1,5 cm de ancho, hermafroditas, pediceladas, 

en grupos de 3 a 10 en cimas axilares o racimos. Sus frutos son elipsoidales u ovoide, de 

4 a 10 cm de largo, colgantes con exocarpio amarillo a naranja, pero también puede ser de 

color rojo a púrpura. Su color de pulpa varía de amarillo a naranja. Sus semillas son 

delgadas, redondeadas y duras (Lim, 2012) con un mucilago que las cubre. 

 

Su polinización es principalmente autógama. Su forma de propagación más utilizada es 

por semilla, aunque también se ha realizado por sistemas vegetativos de estacas, 

chupones e injertos. Esta especie, considerada exótica, se ha introducido en muchas áreas 

subtropicales, se cultiva en países como Argentina, Australia, Brasil, Colombia, Kenia, 

Estados Unidos, Venezuela y Nueva Zelanda, donde su producción y exportación está en 

aumento (Lim, 2012). En Colombia, el ecotipo llamado común (TAC), que tiene pulpa de 

color amarillo anaranjado y exocarpio rojizo anaranjado, es el más cultivado, y donde el 

consumo es principalmente local. Según las estadísticas de Agronet, la producción de 

tomate de árbol en nuestro país, el último registro que se tiene hasta el año 2019, es 

alrededor 172.900 toneladas de esta fruta, con más de 9.000 ha de área cultivada. La 

mayor producción nacional se registra para el departamento de Antioquia. Su precio 

mayorista oscila entre $ 1.200 y $ 3.200 COP/Kg (Agronet, 2021). 

 

Su potencial comercial es como fruto fresco, ya sea para la preparación de jugos o jaleas, 

mermeladas, dulces y ensaladas. En términos de valor nutricional, se reporta que tiene un 

alto contenido de antioxidantes y fibras, vitaminas B6, C y E, provitamina A, bajo contenido 
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de carbohidratos y alto contenido de aminoácidos (Vasco et al., 2009). En medicina 

homeopática se recomienda para combatir infecciones de la boca y piel, también como 

diurético, para estimular el sistema inmunológico y controlar la hipertensión arterial. Se le 

atribuye propiedades antioxidantes y de reconstituyente cerebral (Abdul Kadir et al., 2015; 

Cerón et al., 2011; Lim, 2012). 

 

El uso de semilla sexual y esquejes de tomate de árbol para su propagación, puede ser un 

problema para la identidad del cultivar. La polinización es principalmente autogámica, lo 

que significa una baja tasa de hibridación y explica la diversidad genética baja que se 

encuentra dentro de las poblaciones (Pedroza, 2016; Pringle & Murray, 1991; Ramírez & 

Kallarackal, 2019). Las principales limitaciones para la producción de tomate de árbol son 

la baja tecnificación del cultivo, falta de disponibilidad de variedades de alto rendimiento, 

con buena calidad de fruta y resistentes a plagas y enfermedades. Los costos para el 

control de plagas y enfermedades, que puede llegar hasta el 45% de los costos totales de 

producción. Y a pesar del esfuerzo realizado por los productores, las pérdidas pueden 

alcanzar hasta el 50%, y en la poscosecha puede alcanzar el 80-100%; lo que puede llevar 

al abandono o sustitución del cultivo (Tamayo M., 2001; Álvarez, comunicación personal, 

2016). Los problemas fitosanitarios del tomate de árbol son variados, desde plagas como 

moscas, picudos y arañas, hasta enfermedades causadas por bacterias, virus y hongos, 

como la antracnosis. 

 

 

La antracnosis en tomate de árbol 

 

La antracnosis es una de las enfermedades más importantes del tomate de árbol en 

Colombia, debido a su amplia distribución y a la magnitud de las pérdidas que ocasiona 

(Tamayo M., 2001). Esta enfermedad es causada por los hongos Colletotrichum sp (clase 

Coelomicetos, orden: Melanconiales), que atacan gran diversidad de especies frutales, 

vegetales y ornamentales (Dean et al., 2012). Este género ha sido difícil de caracterizar 

taxonómicamente con base a su morfología, debido a las similitudes entre especies y su 

plasticidad (Cai et al., 2009), por lo que se considera que el patógeno causante de la 

antracnosis es un complejo de especies de Colletotrichum (Gañán et al., 2015). Mediante 

técnicas moleculares aplicadas a aislamientos del fruto, se encontró que el agente causal 
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de la antracnosis en S. betaceum pertenece al complejo C. acutatum (Afanador-Kafuri et 

al., 2003; Sanabria et al., 2010), y se consideraba en ese entonces como C. acutatum 

Simmonds, anamorfo de Glomerella acutata Guerber y Correll. En el 2012, Damm y 

colaboradores determinaron esta especie como C. tamarilloi por su especificidad para 

tomate de árbol (Caicedo et al., 2017; Damm et al., 2012), aunque, como se mencionó 

anteriormente, es posible encontrar varías especies de Colletotrichum asociadas con la 

enfermedad en un mismo cultivo.  

 

El complejo de especies de C. acutatum es conocido como especialmente destructivo en 

frutas (Damm et al., 2012). Las fuentes de inóculo son frecuentemente material de 

trasplante, principalmente con infecciones inactivas o quiescentes, plantas infectadas, 

malezas y otros huéspedes (Parikka et al. 2016), mientras que la tasa de supervivencia de 

conidios en el suelo de campo natural es baja (Freeman et al., 2002). La característica 

morfológica más conocida de C. acutatum (art. lat.) es la forma de sus conidios, que tienen 

extremos agudos (Simmonds, 1965). Sin embargo, otras formas de conidios, más o menos 

cilíndricas con un solo extremo agudo, se encuentran con frecuencia, especialmente en 

cepas que han sido subcultivadas repetidamente, pero estas formas de conidias también 

pueden ocurrir en especies fuera del complejo C. acutatum. Ya que, en el huésped, los 

conidios se forman en acérvulos, y en cultivo, los conidios se producen en el micelio aéreo 

(Johnston & Jones, 1997). C. acutatum forma apresorios simples pigmentados, con pocas 

o ninguna seta (Simmonds 1965). Los conidios varian entre 8 a 15 µm de largo y de 1 a 4 

µm de ancho. Las especies del complejo C. acutatum en cultivo presentan micelio color 

blanco a rosado, el color del reverso de la colonia es rosa/salmón (Pardo-De la Hoz et al., 

2016). 

 

En tomate de árbol, este hongo afecta las hojas y ramas, y los tejidos más jóvenes, pero 

el daño más importante se observa en los frutos, que son afectados en todos sus estados 

de desarrollo (Saldarriaga et al., 2008). El daño en el fruto puede ser, desde muy leve 

mostrando manchas muy pequeñas hasta manchas más grandes, redondas, aceitosas que 

se tornan café-negras, que cuando aumentan de tamaño aparecen ligeramente hundidas 
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y bien definidas, y pueden abarcar casi toda el área del fruto, mostrando en estados 

avanzados signo de esporulación. En las hojas, las lesiones se localizan especialmente en 

las más viejas como manchas necróticas concéntricas de color negro a lo largo de las 

nervaduras (Bernal, 1996; Tamayo M., 2001) (figura 1). 

 

Figura 5: Síntomas y signos de la antracnosis en tomate de árbol, en fruto y hojas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Aponte et al., 2006 

 

Las condiciones favorables para la presencia del hongo y desarrollo de la enfermedad, 

corresponden a temperaturas entre 25-30ºC, con elevada precipitación (mayor de 1000 

mm) y humedad relativa alta (mayor del 80%). Sin embargo, los síntomas de la enfermedad 

están muy relacionados con heridas o perforaciones causadas por insectos, ya que esto 

facilita la entrada del hongo en los tejidos de las plantas. La incidencia del hongo se debe 

a las esporas, que se encuentran en los órganos afectados de la planta (hojas, 

inflorescencias, ramas y frutos), y que son activos hasta después de dos años. La 

diseminación de las esporas del patógeno se realiza mediante el viento, agua, insectos o 

el hombre; estos entes infectivos requieren de una lámina de agua para germinar e iniciar 

el proceso de infección. Los síntomas de la enfermedad se manifiestan de 5 a 10 días 

después de la inoculación (Rondón & Rondón, 2009). 

 

La antracnosis afecta grandemente la fruticultura en el ámbito mundial y nacional, debido 

a los daños que ocasiona, a las pérdidas que genera tanto en producción como en la 

calidad de la cosecha y a la dificultad de su control (Rondón et al., 1999). Los costos de 
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control de la enfermedad en tomate de árbol oscilan entre un 28-45% de los costos totales 

de producción. A pesar del esfuerzo realizado por los productores, las pérdidas pueden 

alcanzar hasta un 50%, y poscosecha pueden llegar a un 80-100%, dependiendo de la 

severidad del problema y a su carácter latente (Alarcón & Chavarriaga, 2007; Tamayo, 

2001). 

 

El manejo de la antracnosis se fundamenta en la aspersión programada de fungicidas, 

tanto en las etapas de floración y fructificación temprana, como luego de la poda. Se 

emplean productos como oxicloruro de cobre, Manazeb, Captan, Benomyl, Orthocide, 

Carbendazim, Prochloraz y Clorotalonil (Campo-Arana et al., 2019; Feicán-Mejia et al., 

2016; Paez, 2003). El caldo bordelés también ha sido utilizado para su control, preparado 

en proporción de cuatro kilogramos de sulfato de cobre, cuatro de cal viva y 100 galones 

de agua. Todos estos requerimientos de agroquímicos además de aumentar los costos de 

producción, tienen baja o inestable eficacia, que genera rápida adaptación y aparición de 

poblaciones patógenas resistentes (Sanabria et al., 2010); sin contar los efectos 

ambientales y en la salud humana y animal que podría tener.  

 

Además del uso de fungicidas, el manejo y control de la antracnosis requiere que se 

integren una serie de medidas preventivas y terapéuticas, con miras a reducir el potencial 

de inóculo o reprimir la infección cuando ésta se ha iniciado. El control cultural requiere de 

podas sanitarias, para permitir la circulación del aire, eliminar el exceso de follaje, drenar 

los excesos de agua (Aranzazu & Rondón, 1999), retirar los residuos de las podas del 

cultivo para quemarlos o enterrarlos, mantenimiento del cultivo y el plateo libres de malezas 

(Saldarriaga et al., 1997). Debido a las resistencias que puede generarse a los plaguicidas, 

otras alternativas para el control de la antracnosis han sido implementadas, como el uso 

de aire caliente, tratamientos hidrotérmicos, atmósferas modificadas, luz ultravioleta, 

ozono, extractos y aceites esenciales de plantas y microorganismos agentes de control 

biológico que actúan como antagonistas (Landero-Valenzuela et al., 2016). 
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Para el tomate de árbol, hasta la fecha, no se han reportado variedades que ocurran de 

manera natural que sean resistentes a hongos o a la antracnosis, y/o que puedan ser 

cruzadas con las variedades cultivadas. Tampoco hay registro en las bases de datos, 

como National Centre for Biotechnology Information (NCBI), de genes de resistencia de 

tomate de árbol, que puedan funcionar en programas de mejoramiento. Aunque han 

reportado que S. unilobum tiene características de resistencia a Colletotrichum, por lo cual 

Lobo (2000) y colaboradores realizaron cruces interespecíficos de S. unilobum x S. 

betaceum, aunque no es claro si hubo tolerancia en la descendencia evaluada en ese 

estudio. Más adelante Viera y colaboradores (2016), también realizaron cruces S. unilobum 

x S. betaceum, sin embargo, los autores hacen alusión a que, dichos cruces afectan el 

tamaño del fruto, por ende afectaría la producción. De modo que también evaluaron 

retrocruces y su capacidad de resistencia a C. acutatum, encontrando dos grupos que 

presentaron menor afectación por el hongo.  

 

Conscientes de la problemática mencionada, surge la necesidad de buscar alternativas 

que puedan ayudar en el control de enfermedades y/o en programas de fitomejoramiento 

en el tomate de árbol, las herramientas biotecnológicas como el cultivo de tejidos vegetales 

in vitro, la expresión transitoria, y estable de genes en plantas y la agroinfiltracion, han 

cobrado gran importancia en programas de mejoramiento genético (Camarena et al., 

2014), en estudios de patogenicidad, en el estudio y el uso de genes relacionados a la 

patogenicidad y en la respuesta planta-microorganismo, así como para estudios de la 

expresión de genes y el desarrollo de estrategias para el control y prevención de 

enfermedades en plantas.  

 

El cultivo de tejidos vegetales in vitro en condiciones controladas, por su parte, ha facilitado 

la propagación de especies de interés comercial mediante la clonación y selección de 

material élite, logrando un avance en la reducción de algunos problemas fitosanitarios y el 

almacenamiento del material vegetal en un espacio mínimo requerido e independiente de 

las condiciones ambientales (Hussain et al., 2012). Las técnicas de transformación 

genética, han permitido transferir o introducir genes en plantas a partir de diferentes 

fuentes, con el fin de conceder caracteres de interés en diferentes especies vegetales, así 

como el estudio de la expresión génica transitoria o estable (Diaz et al., 2010). Mientras 

que la agroinfiltración hace que la expresión transitoria de genes en plantas, sea una opción 
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para el estudio de la expresión de genes de interés y de la interacción gen-gen en la 

respuesta de defensa, y para la producción de proteínas recombinantes (Donini & Marusic, 

2019). 

 

Genes relacionados con la respuesta de defensa en plantas han venido siendo estudiados 

y utilizados para generar resistencias o tolerancias tanto a estrés abiótico como biótico, 

mediante transformación genética. Existe un gran número de moléculas y genes 

involucrados en el mecanismo de defensa de las plantas, conocidas como relacionadas a 

la patogenicidad (PR), entre los que se puede nombrar los genes que codifican las 

quitinasas y las glucanasas (Wani, 2010), que tienen función en la degradación de la quitina 

y el glucano, respectivamente, compuestos que están presentes en las paredes celulares 

de muchos hongos, como los ascomicetos (Agrios, 2005), grupo al cual pertenecen los 

hongos del grupo Colletotrichum. 

 

El conjunto de técnicas mencionadas anteriormente, llegan a ser útiles, cuando las 

prácticas agrícolas tradicionales no son suficientes para seleccionar y obtener material de 

mejor calidad, con el fin de obtener cultivos con características determinadas o para 

desarrollar estrategias y programas de fitomejoramiento (Camarena et al., 2014). Estas 

herramientas biotecnológicas, actualmente, han abierto las puertas a las nuevas 

tecnologías como es el caso de la tan nombrada edición de genes. 

 

En el presente estudio se optimizó la regeneración in vitro de tomate de árbol común vía 

organogénesis, y se evaluó la expresión transitoria del gen reportero gus in vitro, así como 

la expresión de los genes pcht28 y PpGlu en hojas de plantas de tomate de árbol común 

agroinfiltradas con la cepa de A. tumefaciens EHA105. También se evaluó preliminarmente 

la expresión in vitro de los genes pcht28 y PpGlu en segmentos de hoja, mediante la cepa 

EHA105 de A. tumefaciens. Para lo cual se establecieron los siguientes objetivos: 
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Objetivo general 

 

Optimizar la regeneración in vitro de tomate de árbol común y evaluar la expresión 

transitoria con genes marcadores, con miras a la transformación estable en tomate de árbol 

común. 

 

Objetivos específicos 

1. Optimizar la regeneración in vitro de tomate de árbol común vía organogénesis. 

2. Evaluar la expresión transitoria del gen reportero gus en tejidos de tomate de árbol 

común. 

3. Evaluar la expresión transitoria del constructo con el gen quitinasa (pcht28) o 

glucanasa (PpGlu), en tomate de árbol común mediante agroinfiltración. 

4. Evaluar la expresión in vitro de los genes pcht28 y PpGlu, en tejidos de tomate de 

árbol común. 
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1. Optimización de la regeneración in vitro 
de tomate de árbol común vía 
organogénesis 

  

 

1.1 Introducción 

 

El uso comercial del tomate de árbol recae principalmente en la fruta fresca ya que se utiliza 

en zumos y ensaladas o comidas preparadas como mermeladas y postres. La 

caracterización nutricional está definida por un alto contenido en antioxidantes y fibras, 

vitaminas B6, C y E, provitamina A, bajo contenido de carbohidratos y alto contenido de 

aminoácidos (Vasco et al., 2009). Debido a su alto contenido de antioxidantes, puede tener 

propiedades para luchar contra las enfermedades vasculares y el cáncer, entre otras 

enfermedades (Cerón et al., 2011; Abdul Kadir et al., 2015). 

 

Los métodos biotecnológicos han facilitado la propagación de especies frutales de interés 

comercial, lo que permite la selección de material élite y la reducción de problemas 

fitosanitarios, con un requisito de espacio mínimo, independiente del manejo agrícola. 

Mediante organogénesis es posible regenerar plántulas completas a partir de tejidos 

vegetales, sin pasar por una etapa de desdiferenciación, es decir, callo y/o formación de 

embriones somáticos (Hussain et al., 2012), manteniendo así la estabilidad genómica en 

plantas regeneradas. Sin embargo, vale la pena recordar que la simple micropropagación 

in vitro puede inducir, por ejemplo, cambios epigenéticos, es decir, patrones de metilación 

alterada en el genoma de especies propagadas clonalmente, como en el caso de Manihot 

esculenta Crantz (Kitimu et al., 2015). El cultivo de tejidos vegetales in vitro también ha sido 

útil o necesario para la transformación genética, siendo el punto de partida para establecer 

material de trabajo, y para obtener y propagar plántulas que han sido genéticamente 

transformadas. La mejora genética sirve como una herramienta de apoyo para el 

mejoramiento de cultivos clonales como el tomate de árbol. Sin embargo, es importante 
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tener en cuenta que la alta frecuencia de regeneración no necesariamente se correlaciona 

con una alta eficacia de transformación (Davies, 2003). 

 

El cultivo de tejidos in vitro se basa en la capacidad regenerativa de las células vegetales, 

dada por su totipotencia y plasticidad; de manera que las células vegetales, pueden ser 

estimuladas para expresar toda la información genética para regenerar órganos o una 

planta completa; estás se pueden desdiferenciar (formar masas de células o callos) y 

nuevamente diferenciarse a un tejido particular (tallos, raíces, hojas, etc), mediante el uso 

de fitohormonas. Así, se puede obtener de forma directa a partir de un explante (trozo de 

tejido vegetal), órganos y plántulas completas mediante el proceso conocido como 

organogénesis y/o embriogénesis; su inducción frecuentemente ocurre por la relación 

auxina/citoquinina en el medio de cultivo, que determinará la respuesta del tejido in vitro 

(Roca & Mroginski, 1991; Slater et al., 2003). 

 

El punto de partida para el cultivo de tejidos es el establecimiento in vitro, proceso en el 

cual se coloca material vegetal in vivo en un medio de cultivo estéril, que requiere la 

disección de la planta bajo condiciones asépticas, con el propósito de transferir un tejido 

que crece activamente con seguridad y limpieza dentro de un recipiente estéril. Las células 

y tejidos que crecerán y se desarrollarán dependerán de los objetivos del cultivo; estos se 

mantendrán dentro de un microcosmos estéril de un recipiente de vidrio o plástico, y son 

protegidos del medio exterior no estéril. Es esencial mantener la esterilidad del medio 

ambiente confinado en el recipiente, debido a que cualquier microorganismo que se gane 

la entrada crecerá a una velocidad mucho más rápida que en condiciones naturales, y 

eventualmente colonizará y matará a los tejidos in vitro (Roca & Mroginski, 1991). 

 

Con el propósito de mantener el vigor de los tejidos vegetales y permitir que ellos crezcan, 

se multipliquen y desarrollen in vitro, deben darse ciertos requerimientos: un medio de 

sostén o soporte, ya sea un gel acuoso solidificado con agar o gelificante, o un medio líquido 

sin agar; un suministro de elementos minerales nutritivos, esenciales para el crecimiento 

vegetal, algunas vitaminas esenciales; azúcares como fuente de energía; y una 

combinación de hormonas vegetales que regulan el crecimiento y desarrollo de estos 

tejidos. El pH de los medios es ajustado alrededor de 5,5-6, según la especie y objetivo del 
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trabajo, y posteriormente se esterilizan, generalmente usando un autoclave, el cual trabaja 

bajo presión y a altas temperaturas (15 psi y 121°C normalmente) (Roca & Mroginski, 1991). 

 

Para el correcto crecimiento y desarrollo del tejido in vitro, es necesario el suministro de luz 

y proveer energía, proveniente de los azúcares agregados al medio, más que de la 

fotosíntesis, de manera que son innecesarios unos altos niveles de luz. Una temperatura 

controlada también es importante para estabilizar el crecimiento y mejorar la predictibilidad 

del desarrollo de los tejidos (Roca & Mroginski, 1991). 

 

Se han aplicado diversas metodologías de cultivo in vitro en S. betaceum utilizando 

diferentes tipos de explantes (Correia y Canhoto, 2011). Sin embargo, a cerca de la 

organogénesis directa se ha informado poco y se ha dado mayor énfasis a la embriogénesis 

somática. Obando y colaboradores (1992) regeneraron brotes axilares a partir de 

segmentos nodales y reportaron algunas de las primeras respuestas de organogénesis a 

partir de segmentos de hojas. Utilizando el medio de cultivo basal de MS (Murashige y 

Skoog, 1962) con ácido naftalenacético (NAA), 6-bencil amino purina (BAP) y ácido 

giberélico (GA3), todos a 0,2 mg L-1 y zeatina a 2,5 mg L-1. En el caso de hojas, thidiazurón 

(TDZ) en concentraciones de 0-10 mg L-1 fueron agregados al medio de cultivo.  

 

Un gran número de reportes destacan la regeneración indirecta del tomate de árbol in vitro, 

a través de la inducción de callos o embriogénesis somática, con posterior formación de 

plántulas (Chacón-Cerdas et al., 2014; Correia et al., 2012; Correia & Canhoto, 2011; 

Obando & Jordan, 2001). En estos métodos indirectos se ha utilizado entre otros tejidos, 

hojas y pecíolos como explantes, sin embargo, hasta donde sabemos, el uso de semillas 

para la inducción directa de brotes múltiples no ha sido informado hasta ahora. 

 

El propósito de este estudio fue optimizar la regeneración in vitro de brotes múltiples, de 

forma directa mediante organogénesis en tomate de árbol común, para lo cual, se 

seleccionaron tres tejidos: hojas jóvenes, semillas y pecíolos, y se evaluó el potencial 

regenerativo de estos tejidos, para la propagación clonal de plántulas completamente 

regeneradas, y que podría ser útil para ensayos de transformación genética in vitro de 

tomate de árbol, lo cual requiere un sistema eficiente de regeneración de plantas. 
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1.2 Materiales y métodos 

 

1.2.1 Fuente de material vegetal 

 

El material vegetal fue suministrado por el laboratorio de Biotecnología Vegetal de la 

Universidad Nacional de Colombia, sede Medellín. Plantas de tomate de árbol común (TAC) 

in vitro fueron utilizadas como fuente de explantes de hojas y pecíolos. Para los 

experimentos con semillas, la fuente de explantes fueron frutos en buenas condiciones 

fitosanitarias, comprados en los supermercados locales en Medellín, Colombia. 

  

Los explantes de plántulas in vitro no fueron sometidos a ningún proceso de desinfección 

ya que crecen en condiciones asépticas. En el caso de semillas, las frutas fueron 

desinfectadas externamente con hipoclorito de sodio (NaClO) al 3%, las semillas fueron 

extraídas, el arilo mucilaginoso eliminado y se sumergieron en NaClO al 1% durante 10 min; 

las semillas fueron secadas sobre toallas de papel absorbente estéril. Se realizaron 4 

lavados con agua destilada. Todo el proceso se realizó bajo cámara de flujo laminar. 

 

 

1.2.2 Introducción de material a condiciones in vitro 

 

Los explantes fueron colocados en medio de cultivo compuesto de sales orgánicas e 

inorgánicas y vitaminas Murashige and Skoog (MS) (PhytoTech labs), complementado con 

agar (Sigma®, A1296) 6,5 g L-1, sacarosa 20 g L-1, con la adición de los reguladores de 

crecimiento como se muestra en la tabla 1-1.  

 

 

Tabla 1-1: Combinaciones de reguladores de crecimiento (en mg L-1) evaluadas para 

inducción de brotes in vitro en 3 tejidos de tomate de árbol común. Las combinaciones de 

fitohormonas fueron tomadas como tratamientos para el análisis estadístico. 

 

 

 



Capítulo 1 13 

 

(continuación tabla 1-1) 

*Indica que las semillas fueron escarificadas antes de sembrarlas en el medio de cultivo 

 

Para las hojas, se utilizaron segmentos de aproximadamente 0,5 cm2 de hojas jóvenes 

(posición 1-3 contando desde el ápice) y colocadas con el haz en contacto con el medio de 

cultivo. Se realizaron 4 réplicas por tratamiento, cada una con cuatro explantes, para un 

total de 16 explantes por tratamiento. Para los explantes de pecíolos, se usaron segmentos 

transversales de aproximadamente 2 mm, cada tratamiento tuvo 20 explantes. Las semillas 

desinfectadas se colocaron en medio de cultivo con o sin escarificación mecánica. Se 

realizaron 8 repeticiones, cada una con cinco semillas, para un total de 40 semillas por 

tratamiento. El proceso de escarificación consistió en eliminar una pequeña porción de la 

testa de la semilla de manera mecánica, para estimular la germinación.  

 

Los brotes desarrollados en los diferentes tratamientos fueron transferidos a medio de 

crecimiento y desarrollo (MCD) compuesto de sales y vitaminas MS, agar 6,5 g L-1, sacarosa 

20 g L-1 y los reguladores del crecimiento AG3 (0,025 mg L-1), ANA (0,025 mg L-1), AIA (0,02 

mg L-1) y ácido indol-3-butírico (AIB, 0,05 mg L-1). Finalmente, después de un mes el número 

de brotes en explantes de hojas y pecíolos fue registrado y luego, los brotes fueron 

Tratamiento Tejido evaluado TDZ BAP AIA ANA 

1 Hoja 0.5 - - - 

2 Hoja, peciolo 0.5 - 0.02 0.025 

3 Hoja, peciolo 1.0 - - - 

4 Hoja, peciolo 1.0 - 0.02 0.025 

5 Hoja, peciolo, semilla 2.0 - - - 

6* Semilla 2.0 - - - 

7 Hoja, peciolo 2.0 - 0.02 0.025 

8 Hoja  3.0 - - - 

9 Hoja, peciolo - 1.0 - - 

10 Hoja, peciolo - 1.0 0.02 0.025 

11 Hoja - 2.0 - - 

12 Hoja, peciolo - 2.0 0.02 0.025 

13 Hoja, semilla - 3.0 - - 

14* Semilla  3.0 - - 

15 (control) Hoja, peciolo, semilla - - - - 
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transferidos a MCD. Del mismo modo para las semillas, el número de brotes fue registrado 

después de dos meses y luego estos, se transfirieron a MCD. 

 

El pH de los medios se ajustó a 5,8 con soluciones de NaOH y HCl y se esterilizaron en 

autoclave a 121°C y 15 psi. Los cultivos se mantuvieron a 23±2°C, con un fotoperiodo de 

12 h. Tratamientos en los que se usaron como explantes hojas y pecíolos, se establecieron 

en cajas de Petri con 15 ml de medio de cultivo. Tratamientos cuyo explantes fueron 

semillas, se establecieron en frascos de vidrio de 100 ml, con 10 ml de medio de cultivo. 

Para la transferencia de plántulas desarrolladas a partir de brotes se utilizaron frascos de 

vidrio de 225 ml con 15 ml de MCD. 

 

1.2.3 Análisis estadístico 

 

Los datos sobre el establecimiento de brotes se analizaron usando el programa estadístico 

R versión 3.2.2. Se realizó análisis de varianza ANOVA y análisis de comparaciones 

m¼ltiples de Tukey (PÒ0.05). En el caso de peciolo, se realizaron las pruebas no 

paramétricas Kruskal-Wallis y análisis de comparaciones múltiples de Dunn. 

 

1.2.4. Ensayos histológicos de brotes in vitro 

 

Para los ensayos histológicos pequeños fragmentos de masa con brotes fueron fijadas 

previamente en AFA (50 ml de alcohol etílico al 96%, 5 ml de ácido acético glacial, 10 ml 

de formaldehido 37% y 35 ml de agua destilada para completar un volumen de 100 ml), 

mínimo por 24 horas. Luego, los tejidos fueron deshidratados mediante pasos sucesivos 

por etanol al 70, 80, 85, 90 y 96%, cada paso durante 24 horas. Seguido del aclarado de 

los tejidos, haciendo dos inmersiones sucesivas en xilol, cada uno de 24 horas, y finalmente 

la imbibición, realizando dos cambios de parafina fundida a 58º C, cada uno de 24 horas. 

Las muestras fueron incluidas en bloques de parafina que fueron cortados con un grosor 

de 7 micras, de manera longitudinal, en correspondencia a la ubicación de los brotes. 

Finalmente, cada sección fue montada en portaobjetos y teñida con safranina al 1% y fast 

green al 0,1%, las placas fueron selladas y visualizadas al microscopio. 
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1.3 Resultados 

 

1.3.1 Regeneración in vitro de tomate de árbol común 

 

La formación de brotes comenzó 20 días después de la siembra.  El análisis de varianza 

(ANOVA) mostró que la media difiere entre grupos en al menos uno de los tratamientos 

para explantes de hojas (P=1,484x10-7), con un nivel de confianza del 95%. Siendo el 

tratamiento 1 con 0,5 mg L-1 de TDZ (18,4 brotes/explante) donde se presentó mayor 

número de brotes promedio, seguido del tratamiento 4 con 1 mg L-1 de TDZ en combinación 

con 0,02 mg L-1 de AIA y 0,025 mg L-1 ANA (13,6 brotes/explante). En los explantes control, 

la formación de brotes no fue detectada. Concentraciones superiores a 2 mg L-1 de TDZ o 

BAP no fueron adecuados, ya que la organogénesis se vio inhibida o surgieron en números 

muy bajos (Tabla 1-2, figuras 1-1A y 1-1B). Concentraciones mayores de 1 mg L-1 de TDZ 

también causaron signos de hiperhidricidad. El porcentaje de explantes que produjeron 

brotes por tratamiento varió entre 100% (tratamiento 4), 20% (tratamiento 8) y 0% (control). 

El tratamiento 1, en que el mayor número de brotes se observó, mostró una respuesta en 

el 94% de los explantes.  

 

El procedimiento de las comparaciones múltiples de medias de Tukey, realizado para 

explantes de hojas, mostró diferencias significativas entre el tratamiento 1 y la mayoría de 

los tratamientos evaluados, incluido el control, excepto con los tratamientos 2, 3, 4 y 5, los 

cuales mostraron diferencias significativas con respeto al control. Finalmente, también se 

encontraron diferencias entre los tratamientos 3 y 8. 

 

Para el caso de semillas, el comienzo de la formación de brotes se evidenció con la 

germinación de las semillas, germinando más rápido el tratamiento control, sin hormonas, 

(15 días después de la siembra), con un porcentaje de germinación de 67,5%, contrario a 

los tratamientos con hormonas que presentaron menor germinación. Por otro lado, la 

formación de brotes en el tratamiento control no sé observó. El ANOVA mostró que el 

número de medias difieren entre los grupos en al menos uno de los tratamientos (P= 

1,572×10-5). 
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En cámara húmeda (cajas de petri con papel toalla estéril) y condiciones asépticas, se 

encontró que la germinación fue facilitada con la escarificación, con un porcentaje de 

germinación del 95%, y a su vez la formación de brotes. De los tratamientos evaluados, el 

mayor promedio de brotes fue observado en el tratamiento 14 con 3 mg L-1 de BAP, en el 

que las semillas fueron escarificadas (con 4,3 brotes/explante), con un 57,5% de semillas 

geminadas, de las cuales el 78% produjo brotes. El segundo mejor promedio fue para el 

tratamiento 6 (con 3,2 brotes/explante), con un 47,5% de semillas germinadas de las cuales 

el 63% produjo brotes. Los tratamientos 13 y 5 presentaron un porcentaje de germinación 

del 50 y 40% y de formación de brotes de 45 y 25%, respectivamente (Tabla 1-2, figuras 1-

1C y 1-1D). 

 

El procedimiento de comparaciones múltiples de Tukey para los experimentos con semilla, 

revelaron diferencias significativas entre el tratamiento 14 y los otros tratamientos 

evaluados y el control, excepto con el tratamiento 6. Se encontraron diferencias 

significativas entre el tratamiento 6 y 5 y el control. 

 

Para los experimentos con pecíolos, mediante el análisis de Kruskal-Wallis se encontró que, 

el número de medianas difiere entre grupos en al menos uno de los tratamientos (P= 1,6882 

x10-5). La respuesta comenzó alrededor de los 22 días, aunque en la mayoría de los 

tratamientos la respuesta fue nula o muy baja. Solo fue encontrada respuesta en los 

tratamientos con 0,025 mg L-1 de ANA y 0,02 mg L-1 de AIA. El tratamiento con el mayor 

promedio de brotes fue el que contenía 2 mg L-1 de BAP + ANA y AIA a las concentraciones 

mencionadas anteriormente, con 3,1 brotes/explante. Ese tratamiento presentó un 40% de 

explantes con respuesta organogénica. Seguido del tratamiento 7 con 1,7 brotes/explantes, 

donde el 25% de los explantes mostraron brotes. En el resto de los tratamientos, el 

porcentaje de explantes que formaron brotes osciló entre 30 y 0%, incluyendo el control con 

un 0% (Tabla 1-2, figuras 1-1E y 1-1F). El análisis de comparaciones múltiples de Dunn 

basado en el rango de suma, reveló pocas diferencias significativas, las cuales fueron entre 

los tratamientos 12 y el control, y los tratamientos 9, 11, 3 y 5. 
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Tabla 1-2: Promedios de brotes en los diferentes tratamientos evaluados, por cada tipo de 

tejido. 

 

Tratamientos 
Brotes / explante de 

hoja ± 1,842 (SE) 

Brotes / semilla ± 

0,564 (SE) 

Brotes / explantes de 

peciolo explante ± 0,422 (SE) 

1 18,4a NE NE 

2 9,7a,j,k,o NE 0,5a,b 

3 10,8a,k NE 0a 

4 13,5a,m NE 1,3a,b 

5 10,1a,k,n 0,5a 0a 

6 NE 3,2b,d NE 

7 3,9b,k,l NE 1,7a,b 

8 1c,l,n,o NE NE 

9 0,7d,j,k,o,p NE 0a 

10 4,5e,j,k,m,o,q NE 0,9a,b 

11 7,7f,j,k,m,o,r NE 0a 

12 2,5g,j,k,l,n,o NE 3,1b 

13 3,7h,j,k,o,s 1,5a,b NE 

14 NE 4,3c,d NE 

15 (control) 0i,l,p,q,r,s 0a 0a 

NE indica que el tratamiento no fue evaluado para un tejido específico. Las medias con 

diferente letra indican una diferencia significativa de acuerdo a la prueba de Tukey (PÒ0,05). 

 

Figura 1-1: Regeneración in vitro en explantes de tomate de árbol común. Tratamientos en 

los que se vio el promedio más alto de brotes. Hoja: (A) TDZ0,5; (B) control. Semilla: (C) 

BAP3; (D) control. Pecíolo: (E) BAP2Aux; (F) control. (G) plántula in vitro en MCD, 

desarrollada a partir de brotes de tomate de árbol común. (H) plántula adaptada a 

condiciones del suelo 
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(continuación figura 1-1) 

 

Para los brotes que formaron plántulas, la aparición de raíces se facilitó una vez que fueron 

transferidos a medio MCD que contuvo bajas concentraciones de las fitohormonas AG3 

(0.025 mg L-1), ANA (0.025 mg L-1), AIA (0.02 mg L-1) e IBA (0.05 mg L-1), en frascos de 225 

ml; el enraizamiento tuvo lugar alrededor de las 2 semanas. 

 

 

1.3.2 Cortes histológicos de brotes formados in vitro 

 

Mediante los cortes histológicos de tejido con brotes múltiples, se observó la formación de 

brotes de novo, caracterizados por la formación del domo meristemático, el cual está 

formado por el meristemo apical y uno o dos primordios foliares (figura 1.-2 A-C). La zona 

donde la tinción es más fuerte, corresponde a la zona meristemática, normalmente donde 

las células son pequeñas, con núcleos grandes y citoplasma denso. También se puede 
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apreciar lo que parece tejido proembrionario, con la presencia de tricomas, propio de tomate 

de árbol (figura 1-2 D) 

 

Figura 1-2: Cortes histológicos de brotes múltiples en hojas de tomate de árbol. Tratamiento 

con 0,5 mg L-1 de TDZ. PF: primordio foliar. T: túnica. DM: Domo meristemático. ZM: zona 

meristemática. TP: Tejido proembrionario. T: Tricomas. 

 

 

 

1.4 Discusión 

 

La inducción directa de brotes mediante organogénesis cuenta con pocos reportes para S. 

betaceum. Sin embargo, el uso de TDZ en tomate de árbol ha sido estudiado por Obando 

et al. (1992), que evaluaron altas concentraciones de TDZ (5 mg L-1 y 10 mg L-1) en 

explantes de hoja, obteniendo el mayor porcentaje de explantes con brotes correspondiente 

a un 48%. La adición de AIA en cantidades mayores a 1 mg L-1 redujo la formación de brotes 

y la aparición de callos. Concentraciones de ANA inferiores a 0.02 mg L-1 en segmentos 

nodales permitieron la mejor respuesta para inducción de brotes. Sin embargo, los 
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investigadores no lograron producir plántulas con raíces. Mientras que Atkinson y Gardner 

(1993) encontraron mejores resultados usando 1 mg L-1 de BAP y 0.01 mg L-1 de ANA, con 

respuesta de formación de brotes hasta en un 63% de los explantes. Ninguno de esos 

trabajos reveló la cantidad de brotes/explantes producidos, datos que serían más 

representativos en el momento de buscar la inducción de la organogénesis a una buena 

tasa. Obando y Jordan (2001) obtuvieron los mejores resultados usando altas 

concentraciones de TDZ (5 y 10 mg L-1), a partir de tejidos maduros. En hoja, el callo fue 

formado primero y luego se formaron brotes, valores de 2,1 a 16,3 brotes/explantes fueron 

obtenidos. La respuesta se obtuvo en un mes o un poco más de tiempo. Los investigadores 

también evaluaron el tejido del hipocótilo y el pecíolo, obteniendo callo y embriogénesis 

somática en presencia de callo, respectivamente, debido a la fitohormona usada (5 mg L-1 

de 2,4-D). 

 

En contraste con lo anterior, en este estudio el efecto de la concentración fitohormonal varió 

dependiendo del tejido en tomate de árbol común. Los explantes de hojas mostraron la 

mayor tasa de formación de brotes mediante organogénesis, en medio MS con bajas 

concentraciones de TDZ (0,5 mg L-1) con un promedio comparable con respecto a otros 

reportes (18,4 brotes/explante). Concentraciones mayores de 2 mg L-1 redujeron la 

formación de brotes y, en algunos casos, se evidenció hiperhidricidad en los tejidos. 

Mientras que en semilla, valores altos de citoquininas (3 mg L-1 de BAP y 2 mg L-1 de TDZ) 

indujo organogénesis. En el caso de los explantes de peciolo, la inducción de brotes fue 

influenciada por la presencia de las auxinas AIA y ANA a bajas concentraciones (0,02 y 

0,025 mg L-1, respectivamente), lo que ha sido reportado en segmentos nodales y explantes 

de hojas de tamarillo (Obando et al., 1992; Atkinson y Gardner, 1993). Estas auxinas 

actuaron en conjunto con BAP o TDZ para estimular la respuesta organogénica en los 

explantes de pecíolo, a pesar de ser muy baja (diferencias estadísticas no significativas 

entre las respuestas por tratamientos). El efecto conjunto de las auxinas-citoquininas 

también se pudo ver en explantes de hojas, como por ejemplo en el tratamiento 4 (Tabla 1-

2). 

 

Para la germinación de la semilla de tomate de árbol también ha sido reportado un proceso 

de fermentación (Buono et al., 2018; Feicán-Mejia et al., 2016) o congelamiento (Amaya & 

Julca, 2006) para reducir la aparición de patógenos y aumentar la capacidad germinativa. 
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Mukuralinda y colaboradores (2016) han reportado un porcentaje de germinación para el 

tomate de árbol del 80-100% después de 4-6 días, bajo condiciones adecuadas. Para 

tomate de árbol común se encontró, durante este trabajo, una germinación de hasta un 95% 

en cámara humeda (caja de petri con toalla papel), las semillas también fueron 

escarificadas (corte en la testa), de manera similar a lo reportado por Meza & Manzano 

(2007), quienes reportaron un porcentaje de germinación del 93 y 95% para semillas 

almacenadas y frescas, respectivamente, a partir de los seis días y en cámara húmeda. 

 

La respuesta organogénica de explantes de semilla de tomate de árbol común, dependió 

de su germinación, debido a la emergencia del tejido de la radícula y el tejido del hipocótilo, 

que son los primeros tejidos que surgen durante la germinación, los cuales parecen estar 

involucrados en dicha respuesta para la formación de brotes. Por lo tanto, se esperaba que 

el proceso de escarificación mejorara la respuesta de germinación al aumentarse la 

absorción de agua y nutrientes. Esto es consistente con lo descrito por Bello-Bello et al. 

(2012) para semillas de Pinus brutia, estudio en el cual la escarificación mecánica aumentó 

la germinación. Hasta ahora, no hay reportes de la escarificación ni del uso de las semillas 

completas para inducir brotes en tomate de árbol, y muy pocos han sido reportados para 

otras especies, como es el caso de Malik et al. (1993), quien usó semillas intactas de 

diferentes especies de Lathyrus, para evaluar la regeneración de los brotes, mostrando aún 

más el efecto de la concentración fitohormonal en la reducción de la germinación y 

respuesta subsiguiente de la formación de brotes. 

 

Kahia y colaboradores (2015) reportaron los mejores resultados en tejidos foliares e 

hipocotilo de tomate de árbol, utilizando concentraciones altas de BAP (9 mg L-1) y bajas de 

TDZ (0,22 mg L-1) para inducir la organogénesis, obteniendo valores de 4,67 y 3,56 

brotes/explante, respectivamente. Estos promedios fueron más bajos que los obtenidos en 

nuestro trabajo (18,4, 4,3 y 3,1 brotes/explantes en hoja, peciolo y semilla). Kahia et al. 

lograron la formación de raíces en los medios evaluados de organogénesis, con promedios 

que oscilan entre 0 y 3,78 raíces. En este trabajo, una combinación de concentraciones 

muy bajas de AG3 (0,025 mg L-1), ANA (0,025 mg L-1), AIA (0,02 mg L-1) e IBA (0,05 mg L-

1) fue adecuada para la producción de raíces y el desarrollo completo de las plántulas 

(figuras 1-1 G y 1-1 H). También se ha reportado el uso de las fitohormonas ANA, AG3 
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(Obando & Jordan, 2001) y AIA e IBA (Chacón-Cerdas et al., 2014) para el enraizamiento 

de las plántulas obtenidas de brotes en tomate de árbol. 

 

Los cortes histológicos a partir de tejido tipo protocormo, con estructuras que dieron origen 

a brotes múltiples, permitieron confirmar la formación de brotes de novo, caracterizados por 

la formación del domo meristemático, el cual está formado por el meristemo apical y uno o 

dos primordios foliares. La zona donde se observó la tinción más fuerte, correspondió a la 

zona meristemática, normalmente donde las células son pequeñas, con núcleos grandes y 

citoplasma denso. (figura 1-2 A-D). Lo cual confirma la regeneración vía organogénesis; y 

evidencia, además, el papel de los reguladores de crecimiento en el proceso de 

diferenciación celular en tomate de árbol común. 

 

 

1.5 Conclusiones 

 

El tomate de árbol común tiene buena respuesta a la regeneración in vitro vía 

organogénesis, mediante la optimización de la regeneración in vitro en este trabajo, se 

obtuvo el promedio más alto en hojas y con respecto a lo reportado, con 18,4 brotes por 

explante de hoja utilizando una concentración de 0,5 mg L-1 de TDZ.  También se observó 

la formación de brotes en pequeños segmentos de peciolo y a partir de semillas 

germinadas, con promedios de 3,1 y 4,3 brotes por explante, respectivamente. Esta 

capacidad regenerativa se potencia en la medida en que los explantes son tratados con los 

reguladores del crecimiento TDZ o BAP, solos o en combinación con NAA y IAA. 

 

Los resultados obtenidos en este estudio pueden ser de utilidad no sólo como punto de 

partida para procesos de transformación genética, sino también para realizar trabajos de 

propagación masiva de tomate de árbol común, ya que el cultivo de tejidos ofrece la ventaja 

de la obtención de un alto número de plantas en un corto período de tiempo y en un espacio 

mucho menor, que luego pueden ser llevadas a campo. 

 

El tejido con mayor potencial para posibles ensayos de transformación genética en tomate 

de árbol común es hoja, debido a que permite obtener buenas cantidades de brotes, en 

aproximadamente un mes, es fácil de manipular, podría replicarse rápidamente y parece 
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que resiste algún grado de daño en el tejido. Aunque las semillas tienen una buena tasa de 

inducción de brotes, la germinación se debe optimizar para obtener dicha respuesta, ya que 

valores altos de BAP o TDZ (2-3 mg L-1) influyen en el porcentaje de germinación. En el 

caso del pecíolo, aunque la respuesta fue baja, este tejido permite una alta disponibilidad 

de materia prima, ya que un solo peciolo puede ser fragmentado en muchos pedazos. 

 

Se determinó como medio de inducción de brotes (MIB) en explantes de hoja de tomate de 

árbol común, el medio de cultivo conformado por sales basales MS suplementado con 20 

mg L-1 de sacarosa,  6,5 g L-1 de agar (Sigma®, A1296) y 0,5 mg L-1 del regulador de 

crecimiento TDZ. 
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2. Evaluación de la expresión transitoria del 
gen reportero gusPlus en tomate de árbol 
común 

 

 

2.1 Introducción 

 

La expresión transitoria de genes mediante transformación biológica se basa en las 

propiedades del mecanismo que tienen las bacterias Agrobacterium tumefaciens y A. 

rizogenesis para infectar las plantas, siendo capaces de transferir un segmento de su ADN 

de uno de sus plásmidos al genoma de las células vegetales. A. tumefaciens es una bacteria 

del suelo gram negativa, que causa la enfermedad agalla de la corona de la base del tallo, 

principalmente en plantas dicotiledóneas y en algunas pocas monocotiledóneas, la bacteria 

infecta la planta en el sitio de una herida y de esta forma puede ingresar a la planta, y 

comenzar el proceso de infección (Diaz et al., 2010; Zambryski, 1992).  

 

La incorporación de genes foráneos en las células de la planta, después de ser infectadas 

por Agrobacterium, se debe a un plásmido de elevado peso molecular (200 Kb 

aproximadamente), denominado plásmido Ti, transportado por Agrobacterium. Más 

exactamente, un fragmento del plásmido Ti, llamado ADN T (ADN de transferencia), es 

transferido al genoma de la planta (Zambryski, 1992). Los amplios conocimientos sobre el 

proceso de transferencia y de expresión del ADN-T en las plantas ha permitido modificar 

los plásmidos Ti, para convertirlos en convenientes vectores de genes (Gelvin & Filichkin, 

1994; Howard & Citovsky, 1990; Valderrama et al., 2005). 

 

El constructo o plásmido Ti, que lleva un gen reportero o de interés, utilizado para evaluar 

la expresión transitoria o estable en tejidos vegetales, debe tener unas regiones mínimas: 

- Una secuencia promotora para que el gen sea expresado correctamente (es decir, 

traducido como un producto proteínico). El promotor controla cuándo y dónde se expresará 
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el gen en la planta. La mayoría de los promotores en las variedades de cultivos transgénicos 

han sido constitutivos, es decir, que causan la expresión del gen durante todo el ciclo 

biológico de la planta en la mayoría de los tejidos. El promotor constitutivo más usado es el 

CaMV35S, proveniente del virus del mosaico de la coliflor, que generalmente produce un 

alto grado de expresión en las plantas (Glick et al., 2010).  

 

- Una secuencia de terminación, da la señal de que se ha alcanzado el final de la secuencia 

génica y se detiene.  

 

- Un gen marcador de selección con el fin de discriminar las células o tejidos de la planta 

que han incorporado el constructo o parte de él, de las que no. Esto es necesario, ya que 

la incorporación y expresión de transgenes en células de plantas es limitada, se logra en 

apenas un pequeño porcentaje de los tejidos o células blanco. Los genes de selección 

codifican proteínas que proporcionan resistencia a agentes normalmente tóxicos para las 

plantas, como antibióticos o herbicidas; o confiere una característica de sobrevivencia en 

un sustrato particular, como la asimilación de manosa. Sólo las células vegetales que han 

integrado el gen marcador de selección sobrevivirán cuando se les cultive en un medio que 

contenga el antibiótico, herbicida o sustrato pertinente (Fernández Perrino, 2006). 

 

-Un gen marcador reportero, utilizado para determinar si el constructo ha logrado ser 

introducido en las células de la planta de manera efectiva. Los genes reporteros sirven para 

evaluar la transformación transitoria y hacer seguimiento para lograr una transformación 

estable. Estos marcadores permiten diferenciar los tejidos transformados de los que no lo 

están (Glick et al., 2010). 

 

En los estudios de expresión transitoria, algunos marcadores permiten determinar el 

número y la localización de las células transfectadas, lo que resulta importante para llevar 

a cabo transformación estable. En los transformantes estables, es posible determinar si un 

gen introducido se expresa en todas las células de un tejido determinado o en elevados 

niveles en algunas células o tipos celulares concretos. Esta información frecuentemente 

proporciona una mayor percepción del papel funcional de un gen durante el desarrollo 

vegetal. El sistema de gen marcador reportero m§s utilizado, ha sido el de la ɓ-D-

glucuronidasa (gus) (Jefferson et al., 1987), el cual está bien establecido. La técnica de 
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tinción utilizando como sustrato X-Gluc, requiere el sacrificio del tejido para la detección de 

la expresión del gen gus, mediante un procedimiento de tinción histoquímica (Miki & 

McHugh, 2004; Xiong et al., 2011). 

 

Figura 2-1: Representación de un transgen construido, con los componentes básicos 

necesarios para la integración y expresión.  

 

 

Fuente: Fenwick, 2004. 

 

La enzima gus es una hidrolasa que puede escindir muchos ɓ-glucurónidos. Se encuentran 

disponibles comercialmente diferentes sustratos de gus para ensayos histoquímicos 

cualitativos y ensayos fluorométricos cuantitativos. El más utilizado y fácil de adquirir es el 

sustrato 5-bromo-cloro-3-indolil glucurónido (X-gluc), que produce un precipitado azul en el 

sitio de actividad gus. La escisión de X-gluc no da como resultado directamente el pigmento 

índigo; en cambio, el producto de hidrólisis debe sufrir una dimerización oxidativa para 

formar el precipitado (Mudunkothge & Krizek, 2014). Existen varios genes gus mejorados 

como el gen gusPlus, el cual se aisló originalmente de una especie de Staphylococcus, y 

ha sido ampliamente alterado para la optimización de codones para la expresión en plantas. 

Este gen es más estable a temperaturas más altas y se fija mejor que la ɓ-glucuronidasa 

clonada de E. coli (Cambia Labs).  

 

Con el fin de evaluar la expresión transitoria del gen reportero gus en tejidos de hoja in vitro 

de tomate de árbol común TAC, se determinó el porcentaje de eficiencia de la expresión de 

gusPlus con base a la expresión gusPlus positiva de los segmentos de hojas infectados con 

A. tumefaciens sobre el total de explantes infectados, utilizando las cepas de Agrobacterium 

LBA4404, EHA105 y AGL1, que portaban el plásmido Ti pCambia 1305.2. 
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2.2 Materiales y métodos 

 

2.2.1 Determinación de la dosis del antibiótico de selección 

 

Previo a los ensayos de infección con A. tumefaciens, se determinó la concentración 

mínima inhibitoria del antibiótico de selección higromicina, sobre la capacidad de 

regeneración de los explantes de hoja TAC. Para lo cual, se colocaron 24 segmentos de 

hoja en medio de inducción de brotes MIB (capitulo 1, conclusiones), compuesto por slaes 

MS, 20 g L-1 de sacarosa, 6,5 g L-1 de agar y 0,5 mg L-1 de TDZ, con la adición del antibiótico 

de selección higromicina, se evaluaron 6 explantes con 4 repeticiones (24 explantes en 

total) para cada concentración de 0, 2, 5, 10, 30, 40, 50 y 60 mg L-1. 

 

2.2.2 Cepas de A. tumefaciens 

 

Para los ensayos de expresión transitoria se utilizaron las cepas de A. tumefaciens EHA105, 

AGL1 y LBA4404 (tabla 2-1) que portaban el plásmido pCambia 1305.2, el cual contiene: 

promotorCaMV35S:GRP péptido señal: intron catalasa: GUSPlus: terminador Nos. Este 

plásmido contiene a gusPlus como gen reportero, y los genes para resistencia a los 

antibióticos higromicina en planta y kanamicina en la bacteria (figura 2-2). Las cepas 

transformadas con el plásmido pCambia 1305.2 fueron suministradas por el Dr. Paul 

Chavarriga, de la Plataforma de transformación genética del Centro Internacional de 

Agricultura Tropical CIAT.  

 

Tabla 2-1: Cepas de A. tumefaciens utilizadas. 

Cepa de A. 

tumefaciens 
Opina Gen marcador de selección Referencia 

EHA 105 Succinamopina Rifampicina Hood et al., 1993 

AGL1 Succinamopina Rifampicina, carbenicilina Lazo et al., 1991 
LBA 4404 Octapina Rifampicina, estreptomicina Hoekema et al. 1983 
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Figura 2-2: Plásmido pCambia 1305.2 utilizado para evaluar la capacidad de transferir el 

ADN-T de A. tumefaciens en TAC, y la expresión transitoria del gen reportero gus. 

 

Fuente: BioFeng, 2013. 

 

 

2.2.3 Ensayos preliminares 

 

Algunas modificaciones fueron sugeridas en ensayos preliminares llevados a cabo en el 

CIAT. Las bacterias fueron crecidas en medio sólido YEP (Gelvin, 2006) o LB a 28°C, y 

luego en medio YEB (Wise et al., 2006) o LB (Bertani, 1951) (Anexo B) líquido por 1 noche 

a 28°C y 180 rpm, hasta una densidad óptica OD a 600 nm de ~0,7, medida con un 

espectrofotómetro (Thermo Scientific Génesys 20). Las suspensiones se centrifugaron a 

4000 rpm 10 minutos utilizando una centrifuga marca Thermo Scientific Heraeus. Las 

bacterias fueron resuspendidas en medio líquido AB (Gelvin, 2006) o AA (medio CIAT) con 

algunas modificaciones, y con 100 µM de acetosiringona (anexo B), la OD fue ajustada 

entre 0,6 - 0,7. Se cortaron segmentos de hoja de plántulas in vitro entre 0,5-1 cm2, el mismo 

día de la infección con A. tumefaciens, y estos fueron colocados en medio MIB, mientras se 

cortaban todos los explantes, los cuales fueron pinchados con una aguja estéril. Los 

segmentos de hoja fueron sumergidos en la suspensión bacteriana y dejados 10 minutos 

para permitir la infección, luego se dejaron secar sobre toallas de papel estéril (figura 2-3) 

y fueron transferidos a medio de cocultivo (MIB suplementado con 30 g L-1 de sacarosa, 

200 mg L-1 de D-glutamina, 50 mg L-1 de L-cisteina, 0,1 mg L-1 de tiamina y 100 µM de 
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acetosiringona). Las hojas infectadas se dejaron en cocultivo por 4 noches en oscuridad a 

23±2°C. Pasado este tiempo, los explantes se lavaron con 250 mg L-1 de cefotaxima y se 

pasaron a MIB con 250 mg L-1 de cefotaxima. 

 

Figura 2-3: Infección de hojas de tomate de árbol común por (A) inmersión en suspensión 

bacteriana de A. tumefaciens, (B) secado sobre toalla de papel estéril o papel filtro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.4 Detección histológica del gen β-glucoronidasa gus 

 

Los explantes de hoja infectadas con Agrobacterium con el plásmido pCambia 1305.2, se 

tiñeron histológicamente 3 días después del cocultivo para la detección del gen gus, 

siguiendo el protocolo de Lacorte (1998) con algunas modificaciones. Los explantes se 

colocaron en tubos Eppendorf y se cubrieron con la una solución de X-Gluc en un buffer de 

reacción (NaH2PO4.H2O 100 mM, Na2EDTA.2H2O 10 mM, K4Fe(CN)6 3H2O 0,5 mM, Triton 

X-100 0,1%, X-Gluc 50 mg ml-1 1mM). Los tejidos se incubaron por 24 horas a 37°C en 

oscuridad, y luego se lavaron con etanol al 96% y sucesivamente con etanol al 70%, hasta 

que el tejido se decoloró. Finalmente, los segmentos de hoja se observaron al 

estereoscopio. 

 

 

 

A B 
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2.2.5 Evaluación de la eficiencia de expresión transitoria en base a la 

expresión del gen reportero gusPlus 

 

Para evaluar la capacidad de A. tumefaciens de transferir el ADN-T en TAC, se determinó 

la eficiencia de la expresión transitoria del gen reportero gusPlus, utilizando las cepas de 

Agrobacterium EHA105, AGL1 y LBA4404 con el plásmido pCambia 1305.2 con las 

características mencionadas anteriormente (tabla 2-1 y figura 2-2). Las bacterias fueron 

cultivadas en medio sólido YEP o LB a 28°C por 2 noches, a partir de las cuales se tomó 

un loop de bacterias y se pusieron a crecer en medio YEB líquido (anexo B) por 1 noche a 

28°C y 180 rpm. Las suspensiones fueron centrifugadas a 4000 rpm 10 minutos (Thermo 

scientific Heraeus) y las bacterias resuspendidas en medio líquido AA con 100 µM de 

acetosiringona con algunas modificaciones (anexo B), la OD se ajustó a 0,6 - 0,7, medida 

con un espectrofotómetro (Thermo scientific Génesys 20), las bacterias fueron incubadas 

por 1 hora y media.  

 

Los segmentos de hoja de plántulas in vitro entre 0,5-1 cm2 fueron cortados el mismo día 

de la infección con A. tumefaciens, y fueron pinchados con una aguja estéril. Los segmentos 

de hoja se sumergieron en la suspensión bacteriana y se dejaron por 10 minutos para 

permitir la infección, luego se dejaron secar sobre toallas de papel estéril y se pasaron a 

medio de cocultivo (MIB suplementado y con 100 µM de acetosiringona). Los explantes 

fueron dejados en cocultivo por 4 noches en oscuridad a 23±2°C. Tres días después del 

cocultivo, los explantes fueron lavados, y teñidos con X-Gluc, siguiendo el procedimiento 

mencionado en la sección 2.2.4. Los segmentos de hoja fueron observados al 

estereoscopio y fotografiados sobre papel milimetrado. Se utilizaron 80 explantes por cepa 

más el control negativo sin transformar, con un total de 320 explantes de hoja evaluados. 

 

Las hojas y las áreas teñidas de azul (gus positivas) se midieron usando el programa de 

procesamiento de imágenes ImageJ, a partir de fotos tomadas de cada explante. En cada 

foto se midió el área total de la hoja y el área gus positiva, y se determinó el porcentaje de 

área gusPlus positiva para cada explante. Dado que no hubo normalidad en los datos, se 

llevó a cabo un análisis no paramétrico univariado de Kruskal-Wallis, y se realizaron 

comparaciones múltiples de Dunn, con el fin de determinar la cepa con mayor efecto 

(capacidad de incorporar y expresar el gen gusPlus), después de infectar con las tres cepas 
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de A. tumefaciens evaluadas, que portaron el plásmido pCambia 1305.2 con el gen gusPlus 

como reportero. La frecuencia de transformación o eficiencia de la expresión transitoria, 

para cada cepa fue calculada como el porcentaje de explantes gusPlus positivos en relación 

al total de número de explantes (Heenatigala et al., 2018): 

 

 

Se tomó como explante gus positivo cualquier segmento de hoja que evidenciara al menos 

un punto teñido de azul. 

 

2.3 Resultados 

 

2.3.1 Determinación de la dosis del antibiótico de selección 

 

Durante la evaluación de las concentraciones de higromicina, para determinar la dosis 

mínima inhibitoria, se observó que los explantes de hoja presentaron muerte gradual en 

todas las concentraciones. Los medios de cultivo con concentraciones mayores de 10 mg 

L-1 del antibiótico, presentaron amarillamiento y posterior muerte a las 2 semanas (figura 2-

4). Se determinó 5 mg L-1 de higromicina como la dosis mínima letal para explantes de hoja 

no transformados. 

 

 

Figura 2-4: Porcentajes explantes muertos a diferentes concentraciones de higromicina 

para segmentos de hojas de tomate de árbol común 
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2.3.2 Ensayos preliminares 

 

Los segmentos de hojas de TAC infectados con las cepas LBA4404, EHA105 o AGL1 que 

portaban el plásmido pCambia 1305.2, iniciaron la formación de brotes en medio de cultivo 

sin antibiótico de selección (higromicina), una vez que estos fueron transferidos a medio de 

cultivo con higromicina, gradualmente fueron muriendo. Se observó un alto porcentaje de 

tejido marchito e incidencia de Agrobacterium en estos, principalmente cuando se infectó 

con AGL1 (figura 2-5 y 2-6). Cuando las hojas fueron infectadas y transferidas directamente 

a medio de cultivo con antibiótico de selección, no se observó regeneración de brotes a una 

concentración de 40 mg L-1 de higromicina. Se determinó una concentración no mayor de 

5 mg L-1 para explantes de hojas de TAC, como se mencionó anteriormente. Sin embargo, 

la regeneración luego de la infección fue muy lenta o nula. 

 

Figura 2-5: Respuesta de los explantes de hojas de tomate de árbol común en medio de 

inducción de brotes (MIB) infectadas con Agrobacterium con el plásmido pCambia 1305.2, 

sin antibiótico de selección. (A) cepa AGL1, (B) EHA105 y (C) LBA4404 
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Figura 2-6: Respuesta de los explantes de hojas de TAC en medio de inducción de brotes 

(MIB) con higromicina, después de infección con Agrobacterium con el plásmido pCambia 

1305.2, mediante las cepas EHA105, AGL1 y LBA4404. 80 explantes por cepa, 

acetosiringona 100 µM, cocultivo 4 noches, OD ~0,7 

 

 

 

 

En ensayos preliminares llevados a cabo en el CIAT, para evaluar la respuesta de explantes 

de hoja a la transformación con la cepa EHA105 + pCambia 1305.2, se observó formación 

de callo en las primeras etapas del subcultivo después de la infección y cocultivo, utilizando 

medios de cultivo de uso del centro de investigación. También se observó la formación de 

callo tipo proembriogénico, pero para ningún de estos tipos de callo hubo desarrollo a 

brotes. El número de explantes infectados que quedaron fueron reduciéndose con el 

tiempo, principalmente por incidencia de la bacteria en el tejido y muerte del mismo, hasta 

quedar una caja de petri con dos explantes infectados con EHA105 + pCambia 1305.2 

(Chu/NBAs), estos con respuesta de callo tipo proembriogénico y nueve cajas controles 

(tabla 2-2, figura 2-7 y figura 2-8).  
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Tabla 2-2: Respuesta del proceso de transformación de hojas de TAC, utilizando la cepa 

EHA105 + pCambia 1305.2, OD bacteriana de ~0.7, medio de selección con 5 mg L-1 de 

higromicina, ensayo preliminar CIAT 

 

Medio 

resuspensión / 
medio cultivo 

% 
bacteria 

% hongo 
% 

marchitos 
% callo o 

brotes 
total 

explantes 

AA / MS 47 0 53 0 30 

AA MS control sin 

TDZ, con cefo 0 0 100 0 7 

AA MS control con 
TDZ, con cefo, sin 
higro 0 0 100 0 7 

AA MS control con 

TDZ, con cefo, con 
higro 0 0 100 0 7 

AA MS sin TDZ, sin 
cefo, sin higro 0 0 100 0 7 

AA / CPMA 0 0 100 0 30 

AA CPMA control 0 0 100 0 10 

AA / NBAs 20 0 13 66,67 30 

AA NBAs control 
sin higro 0 0 0 100 6 

AA NBAs control 
con higro 5 0 0 0 100 4 

Chu / MS 53 0 47 0 30 

Chu MS control con 
TDZ, con cefo, sin 

higro 0 0 100 0 5 

Chu MS control con 
TDZ, con cefo, con 
higro 0 0 100 0 5 

Chu / CPM 0 36,6666667 63 0 30 

Chu CPM control 0 0 100 0 10 

Chu / NBAs 17 0 33 50 30 

Chu NBAs control 

sin higro 0 0 20 80 5 

CHu NBAs control 
con higro 5 0 0 20 80 5 
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Figura 2-7: Grafica de respuesta del proceso de transformación de hojas de TAC, utilizando 

la cepa EHA105 + pCambia 1305.2, OD bacteriana de ~0.7, medio de selección con 5 mg 

L-1 de higromicina, ensayo preliminar CIAT utilizando diferentes medios de cultivos 

 

 

 

 

Figura 2-8: Respuesta de callo en algunos segmentos de hoja de tomate de árbol común, 

ensayo preliminar. (A) Control AA/NBAs, (B) control Chu/NBAs, (C) infectado con EHA105 

+ pCambia 1305.2 (Chu/NBAs) 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Luego de un año los explantes que sobrevivieron e infectados con pCambia produjeron 

inicios de brotes, pero no hubo desarrollo a plántulas, se realizó extracción de ADN de estos 

y se realizó pcr para detectar el gen gusPlus con los primers forward: 

5ôCAACATCCTCGACGATAGCAô3 y reverse: 5ôGGTCACAACCGAGATGTCCTô3 con un 

producto de 181 pb (Beltrán et al., 2009), pero no se observó amplificación (figura 2-9). 
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Figura 2-9: Amplificación del gen gusPlus de callos de explantes de hoja infectados con 

EHA105 + pCambia 1305.2. Gel de agarosa al 2%, teñido con gelRed. Pca: pCambia 

1305.2, C+: control positivo, plásmido extraído de Agrobacterium transformada. C-: control 

negativo, sin molde 

 

 

De estos ensayos con pCambia 1305.2 se observaron segmentos de hoja gus positivos 

luego del cocultivo. Observándose expresión transitoria del gen reportero gusPlus. La 

agroinfiltración de hojas de plantas jóvenes de tomate de árbol común con EHA105 + 

pCambia 1305.2 mostró también la expresión del gen reportero gus mediante tinción con 

X-Gluc (figura 2-10). 

 

Figura 2-10: Expresión transitoria del gen gusPlus en ensayos preliminares llevados a cabo 

en el CIAT, observación bajo estereoscopio. (A) hoja infiltrada con EHA105 + pCambia 

1305.2, tinción directa sin decolorar, (B) hoja transformada con EHA105 + pCambia 1305.2 
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2.3.3 Evaluación de la eficiencia de la expresión transitoria del gen 

reportero gusPlus 

 

La eficiencia de la expresión transitoria en segmentos de hoja de tomate de árbol común, 

se midió con base en la expresión del gen reportero gusPlus portado por el plásmido 

pCambia 1305.2, y fue observada en forma de tinción azul en los tejidos (gus positivo). Con 

el programa ImageJ, se midieron las áreas para determinar el porcentaje de área dentro de 

cada segmento de hoja gus positiva.  

 

La cepa de A. tumefaciens en la que se observó mayor eficiencia de la expresión transitoria 

gus fue EHA105, con un 97,5% de los segmentos de hoja evaluados con tinción azul. 

Adicionalmente, el porcentaje de área teñido en cada segmento de hoja osciló entre 0 y 

70%, es decir, el porcentaje de área de cada explante con expresión transciente gus 

positiva. Para el caso de AGL1, la eficiencia de transformación fue de 71,24%, con un 

porcentaje de área gus positiva en cada segmento de hoja entre 0 y 14,6%. La cepa que 

presentó la menor eficiencia de transformación fue LBA4404 con un 38,7% de los 

segmentos de hojas con expresión gus positiva, y con un porcentaje de área gus positiva 

en las hojas teñidas que osciló entre 0 y 2%. (Tabla 2-3 y figuras 2-11 y 2-12). 

 

Tabla 2-3: Eficiencia de transformación con el plasmido pCambia 1305.2, con base en la 

expresión del gen reportero gusPlus, utilizando las de A. tumefaciens EHA105, AGL1 y 

LBA4404. % Eficiencia de transformación = # de explantes expresando gus / total de 

explantes evaluados x 100 

 

% Eficiencia de transformación con pCambia 1305.2 

Control (sin infectar/transformar) 0 

EHA105 97,5 

AGL1 71,25 

LBA4404 38,75 

 

 

Figura 2-11: Área gusPlus positiva en explantes de hoja de TAC transformados con las 

cepas de A. tumefaciens EHA 105, AGL1 y LBA4404, que portaron el plásmido pCambia 
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1305.2, en contraste con el control sin infectar. 80 explantes por cepa y control. Observación 

bajo estereoscopio 

 

 

El método no paramétrico de Kruskal-Wallis permitió inferir diferencias estadísticas 

significativas entre las cepas evaluadas, con un valor de p < 0,05 (p<0.0001). El análisis de 

comparaciones múltiples de Dunn mostró 3 grupos de homogeneidad con diferencias 

significativas entre ellos, con valores de p< 0,05. Los valores  p para cada cepa fueron: 

EHA105 p= 1,18X10-9, AGL1 p= 5,89x10-7 y LBA4404 1,41x10-28 (figura 2-12). 

 

Figura 2-12: Comparaciones múltiples de Dunn del porcentaje de área gusPlus positiva en 

segmentos de hojas de TAC transformadas con las cepas de A. tumefaciens EHA 105, 

AGL1 y LBA4404, que portaban el plásmido pCambia 1305.2, en contraste con el control 

sin transformar 
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2.4 Discusión 

 

Las bacterias Agrobacterium tumefaciens han sido utilizadas para transformaciones de 

plantas tanto transitorias como estables. Sin embargo, algunas plantas tienen una tasa 

significativamente más baja de transferencia de genes transitoria y de transformación 

estable, lo que crea una barrera técnica a la hora de llevar a cabo procesos de mejoramiento 

genético (Nonaka et al., 2019). Esta barrera está asociada a la activación y 

desencadenamiento del sistema de defensa de las plantas durante la infección de A. 

tumefaciens, produciéndose algunos compuesto o metabolitos como etileno y ácido 

gamma-aminobutirico (GABA), los cuales actúan como factores negativos en la interacción 

entre Agrobacterium y la planta (Forlani et al., 2014; Nonaka & Ezura, 2014; Nonaka et al., 

2019). 

 

Aunque la transformación transitoria de tejidos vegetales no proporciona una integración 

permanente del ADN exógeno en la progenie de la planta, este método hace posible una 

prueba fácil y rápida de nuevas construcciones (plásmidos), y de evaluar la capacidad de 

transferir el ADN-T por parte de la bacteria a la planta, lo cual es importante para plantas 

que son difíciles de transformar y requieren mucho tiempo para regenerarse (Sánchez-

Álvarez et al., 2019) después de los procesos de infección con Agrobacterium, como es el 

caso de tomate de árbol. 

 

Atkinson y Garner (1993) fueron los primeros en reportar la transformación transitoria y 

estable en tomate de árbol, variedad tamarillo (roja), quienes indican una eficiencia o 

frecuencia de transformación de discos de hojas de 2 al 35% para la cepa de A. tumefaciens 

LBA4404, con base en la expresión gusA positiva, e influenciada por la adición de 

acetosiringona y el precultivo de los explantes de hoja. Los autores indican, que fue difícil 

optimizar el proceso de transformación para tamarillo, ya que ésta no fue siempre 

reproducible. Aunque obtuvieron 10 plántulas de los ensayos realizados, que crecieron en 

medio de selección, y de las cuales 3 fueron gusA positivas para la tinción histoquímica y 

pcr. 

 

Martinez (2002), en un trabajo llevado a cabo en tomate de árbol de las variedades amarillo 

(TAA) y rojo-tamarillo (TAR), en el grupo de Biotecnología Vegetal de la Universidad 
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Nacional de Colombia, sede Medellín, reportó un porcentaje de explantes de hoja gus 

positivos para EHA105 del 40% y para LBA4404 del 35%, sin diferencias estadísticamente 

significativas entre las 2 cepas, similar a lo reportado por Atkinson y Garner para LBA4404.  

 

En contraste, para este trabajo se calculó la eficiencia de la expresión transitoria con base 

en la expresión positiva del gen reportero gusPlus en segmentos de hojas de tomate de 

árbol común (TAC), considerando un explante gus positivo cuando un segmento de hoja 

presentó al menos un punto con tinción azul. Se obtuvo un porcentaje muy cercano a lo 

reportado por Atkinson y Garner (1993), y Martínez (2002), para la cepa LBA4404 con un 

38,7% de eficiencia, y encontrándose una eficiencia más alta para las cepas EHA105 y 

AGL1, con las cuales se obtuvieron 97 y 71% de eficiencia, respectivamente. Contrario a lo 

que reporta Martínez, en este trabajo sí se encontró un efecto de las cepas de A. 

tumefaciens sobre la cantidad de explantes de hojas gus positivos, y de área gus positiva, 

con diferencias estadísticas significativas entre las cepas. Esto indica que hay una buena 

tasa de transferencia del ADN-T a tejidos de hoja de TAC, visualizada con el gen reportero 

gusPlus. 

 

Las cepas de Agrobacterium pueden afectar la frecuencia de transformación ya que 

diferentes cepas tienen distintos niveles de virulencia e interacciones con diferentes 

especies hospederas. Se ha reportado ampliamente que la cepa EHA105 al ser 

supervirulenta exhibe una alta frecuencia de transformación o de transferencia de ADN-T 

(Pratheesh et al., 2012; Wang et al., 2019). Lo que concuerda con los resultados obtenidos 

en este trabajo mediante la expresión transitoria de gusPlus y que presentan un porcentaje 

muy alto para la cepa EHA105. Fu et al. (2015) reportan una eficiencia de expresión 

transitoria de gus en cotiledones de jatropha cercano a lo encontrado en este estudio con 

un 92% de eficiencia para la cepa EHA105. Mientras que otros estudios, como el de Chen 

et al. (2010), reportan a AGL1 como la cepa con el mejor porcentaje de expresión transitoria 

de gusPlus, con un 54% (menor que en este estudio) en plántulas de semilla de un pasto, 

y utilizando también el plásmido pCambia 1305.2. En contraste, Kaur y colaboradores 

(2020), reportan para el caso de papa (S. tuberosum) variedad Kufri Chipsona, una 

expresión gus transitoria significativamente superior cuando se infectó con la cepa EHA105 

en contraste con la cepa LBA4404, obteniendo valores de hasta 77,8% de expresíon de 

gusA en el caso de hojas, y utilizando el plásmido pBI121. Dönmez et al. (2019) reportaron 
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la cepa AGL1 como la mejor para expresar el gen gusA para hojas de S. chacoense (papa 

diploide) con un 100% de expresión, y EHA105 con 93.33% (cercano a lo encontrado en 

este trabajo) y LBA4404 con un 80% (mucho mayor que lo obtenido en este trabajo), ellos 

utilizaron el vector pBIN19. Contrario para papa variedad Desiree, los investigadores 

encontraron porcentajes muy bajos con un 13,33% para EHA105 y un 6,67% para 

LBA4404, y nada de expresión de gusA para la cepa AGL1 (Dönmez et al., 2019). 

 

El incremento en la expresión génica transitoria no tiene necesariamente una correlación 

definida con un aumento en la producción de transformantes estables. Sin embargo, es un 

primer e importante paso para procesos de transformación estable, con genes o 

características deseables. Algunos trabajos reportan que las eficiencias de transformación 

aumentaron después de la optimización de la expresión transitoria, como es el caso de la 

soya y el castaño de Indias (Trick & Finer, 1998). Por otro lado, el gen gusPlus al ser un 

gen optimizado para su expresión en plantas, se fija y se expresa mejor que el gen gusA, 

encontrado en los plásmidos utilizados por Atkinson y Garner (1993), y Martinez (2002). 

Además, el péptido señal microbiano rico en glicina (GRP) del fragmento alfa lacZ del 

plásmido pCambia 1305.2 (figura 2-2) permite la secreción de la enzima del citoplasto al 

apoplasto (Chen et al., 2010), es decir, una mayor actividad y difusión dentro del tejido, así 

como la excreción del mismo. 

 

El marcador de selección es importante y fundamental para los procesos de transformación. 

La higromicina se ha utilizado ampliamente como marcador seleccionable negativo en 

varias especies como maíz, arroz, tomate y algodón, donde el gen de la higromicina B 

fosfotransferasa (hpt) inactiva la higromicina a través de la fosforilación (Rao et al., 1983; 

Wang et al., 2019). La concentración de higromicina es crítica, ya que es frecuente que 

ocurra inhibición del crecimiento celular en exceso de este antibiótico (Ohnuma et al., 2020). 

En este trabajo, la concentración mínima inhibitoria de higromicina establecida para 

segmentos de hoja de TAC fue de 5 mg L-1. Especies relacionadas, como papa (S. 

tuberosum) también reportan esta concentración para explantes de hoja (Ohnuma et al., 

2020; Orbegozo et al., 2013), así como especies no relacionadas como jatropha (He et al., 

2009), palma de aceite (Fakhrana et al., 2019) y lenteja de agua (Khvatkov et al., 2015). La 

sensibilidad diferencial a la higromicina puede ser debido a la especie vegetal, variedad y 

al explante utilizado (Fakhrana et al., 2019), como lo reportan Ohnuma et al. (2020), quienes 
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encuentran diferencias entre dos cultivares de papa, con concentraciones de higromicina 

que pueden variar entre 3 y 10 mg L-1. En contraste, otros autores reportan el uso de 

concentraciones más altas, como para el caso de S. trilobatum donde utilizaron una 

concentración mínima de higromicina de 15 mg L-1, como marcador de selección (Shilpha 

et al., 2016), y para papa con una concentración de 20 mg L-1 de higromicina (Hussain et 

al., 2019). 

 

Aunque se llevaron a cabo varios ensayos de transformación transitoria, luego de la 

infección de los tejidos no se logró la regeneración de plántulas completas transformadas, 

pese a que algunas veces se pudo ver formación de callo. Atkinson y Garner (1993) 

reportan que la regeneración in vitro en tomate de árbol tamarillo toma mucho más tiempo 

(meses) en tejidos transformados y que crecen en medio de cultivo con antibiótico de 

selección, en comparación con el control sin infectar con Agrobacterium. Adicionalmente, 

Martinez reporta un efecto significativo de la cepa sobre la regeneración de los explantes 

de hoja de tomate de árbol amarillo y rojo, siendo la cepa LBA4404 con la que encontró una 

mejor regeneración in vitro con respecto a la cepa EHA105. Ya es conocido que las cepas 

EHA105 y AGL1 son más virulentas en comparación con LBA4404. Si bien, la virulencia 

puede beneficiar el proceso de transferencia del ADN-T al tejido vegetal, también puede ser 

más difícil de eliminar del tejido, como ha sido reportado por EHA105 en comparación con 

LBA4404 (Kaur et al., 2020; Terakami et al., 2007). 

 

2.5 Conclusiones 

 

La concentración mínima inhibitoria del antibiotico de selección higromicina para segmentos 

de hoja de TAC fue de 5 mg L-1.  

 

La expresión transitoria del gen reportero gusPlus permitió evidenciar la incorporación de 

ADN-T proveniente de Agrobacterium tumefaciens en tejidos de hoja de tomate de árbol 

común, observándose una mayor expresión utilizando la cepa EHA105.  

 

Se encontró una alta recalcitrancia a la regeneración in vitro después de los procesos de 

infección de hojas de tomate de árbol común con A. tumefaciens. Así como 

sobrecrecimiento de la bacteria que causa la muerte del tejido, como respuesta del 
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mecanismo de defensa de la planta a la infección por Agrobacterium y posible rusticidad de 

la misma. 

 

La cepa de A. tumefaciens EHA105 mostró una mejor eficiencia de transferencia de ADN-

T en tomate de árbol común, con base a la expresión positiva del gen gusPlus (97,5% de 

explantes gus positivos), en comparación con las cepas LBA4404 y AGL1. 
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3. Evaluación de la expresión transitoria del 
constructo con el gen quitinasa (pcht28) o 
glucanasa (PpGlu), en tomate de árbol 
común mediante agroinfiltración. 

 

 

3.1 Introducción 

 

La agroinfiltración en plantas es un método simple y eficaz para la transferencia de un gen 

de interés en las células huésped. Las bacterias A. tumefaciens recombinantes que 

albergan un vector de expresión binario se introducen directamente en los espacios 

extracelulares de las hojas mediante infiltración al vacío o inyección directa con una jeringa 

sin aguja (Donini & Marusic, 2019). Este método se puede aplicar tanto al tejido de la hoja 

como a otros órganos de las plantas, como frutas y bayas, y especies de plantas 

recalcitrantes a la regeneración (Kaur et al., 2021). La infiltración mediante jeringa es más 

f§cil de llevar a cabo y m§s utilizada a peque¶a escala (DôAoust et al., 2008), su principal 

ventaja en que diferentes genes, solos o en combinación, pueden ser expresados juntos en 

una misma hoja (Ma et al., 2012). 

 

La transferencia de genes a través de la agroinfiltración permite la transferencia de T-ADN 

en todas las capas celulares de la hoja, incluidos los espacios intercelulares en la epidermis 

superior, la epidermis inferior y el parénquima en empalizada, el parénquima esponjoso y 

las capas de células intersticiales. El proceso de agroinfiltración es temporal, ya que 

permanece en el sistema vivo durante un período limitado (Krishnan et al., 2019). 

 

Mediante la técnica de agroinfiltración se producen resultados en pocos días, lo que hace 

que la expresión transitoria en plantas sea una opción atractiva para el estudio de la 

expresión de genes y la producción de proteínas. Por tanto, la agroinfiltración se puede 
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utilizar para evaluar rápidamente la actividad de las construcciones de expresión y para 

producir pequeñas cantidades de proteína recombinante para análisis funcional (Carvalho 

et al., 2016; Wroblewski et al., 2005). Estos plazos se comparan muy favorablemente con 

el proceso de generación de plantas transgénicas estables in vitro, que requiere mucho 

tiempo y recursos. El sistema de expresión transitoria también es flexible, ya que permite la 

expresión de múltiples genes simultáneamente y proporciona un indicador confiable y 

reproducible del rendimiento del constructo de expresión, ya que evita los efectos 

posicionales normalmente asociados con plantas transgénicas estables (Kapila et al., 1997; 

Kaur et al., 2021). 

 

La expresión transitoria en hojas mediante la agroinfiltración de A. tumefaciens se emplea 

rutinariamente en varias áreas de investigación en biología molecular, no sólo para la 

expresión de genes externos o silenciamiento génico sino también para la evaluación de 

posibles secuencias promotoras, para detectar interacciones proteicas y para evaluar 

posibles genes candidatos (Kaur et al., 2021; Ma et al., 2012). En el campo de la 

fitopatología molecular, esta aproximación se usa especialmente para la caracterización de 

genes de resistencia (Leckie & Stewart, 2011). 

 

Con el fin de evaluar la expresión transitoria del constructo que portaba el gen pcht28 o 

PpGlu en TAC (genes propuestos para ser introducidos en plantas de tomate de árbol 

mediante transformación genética), se realizó la infiltración de hojas con la cepa EHA105 

portando uno de los dos genes en el plásmido pMDC85, y posteriormente se colectaron las 

muestras para extraer ARN y realizar qPCR para ver la expresión relativa en base al gen 

constitutivo Rpl8 y el gen gfp (mgfp6, reportero del plásmido). Adicionalmente, se infiltraron 

frutos de TAC, los cuales posteriormente fueron infectados con el hongo C. tamarilloi, y se 

evaluó el crecimiento del hongo en los diversos tratamientos. 

 

3.2 Materiales y métodos 

 

3.2.1 Agrobacterium tumefaciens 

Para las agroinfiltraciones se utilizó la cepa EHA105 de A. tumefaciens que portaba el 

plásmido pMDC85::quitinasa (gen pcht28) o el plásmido pMDC85::glucanasa (gen PpGlu). 



Capítulo 3 55 

 

El plásmido contiene el gen reportero mgfp6 (fluorescencia verde) y genes de resistencia a 

kanamicina en bacterias e higromicina en plantas, bajo control del promotor CaMV35s. Los 

genes se mandaron a diseñar a GenScript, e introducir cada uno en el plásmido pMDC85 

entre las regiones attR1 y attR2, quedando el gen de resistencia a cloranfenicol no funcional 

(figura 3-1). Los plásmidos con cada gen fueron clonados en E. coli DB3.1 y se transformó 

la cepa EHA105 de A. tumefaciens como se describe en el anexo F.  

 

Figura 3-1: Plásmido pMDC85, utilizado para insertar los genes pcht28 o PpGlu. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Arabidopsis Biological Resource Center, 2005. 

 

Las bacterias transformadas fueron crecidas en medio YEP sólido con 50 mg L-1 de 

kanamicina, 50 mg L-1 de rifampicina y 5 mg L-1 de higromicina, por 2 noches a 28°C. Luego 

se tomó un loop de bacteria y se resuspendió en agromix (MgCl2 a 10mM, MES a 10 mM y 

acetosiringona a 150 µM), se ajustó la OD a 0,7 mediante un espectrofotómetro (Thermo 

Scientific Genesys 20), se incubaron las bacterias por 1 hora a 21±°C en agitación, y se 

procedió a infiltrar. 

 

3.2.2 Agroinfiltración de hojas de tomate de árbol común 

 

Para las infiltraciones se utilizaron plantas de TAC de alrededor de 25-30 cm de altura, 

germinadas o compradas en vivero (Germioriente), para lo que se utilizó una jeringa sin 
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aguja de 1 ml por el envés de la hoja, pinchando sutilmente una vez en el lugar a infiltrar y 

presionando la jeringa suave pero firmemente tratando de no romper la hoja y sin dejar 

escapar la solución. Las zonas infiltradas fueron marcadas para posterior colecta de la 

muestra (figura 3-2). 

 

Figura 3-2: (A) Infiltración de hojas de TAC con suspensiones bacterianas de A. 

tumefaciens, cepa EHA105. (B) Marcaje de las zonas infiltradas 

 

 

 

Las bacterias con el constructo para cada gen fueron infiltradas en hojas diferentes como 

se muestra en el esquema de la figura 3-3. Es decir, una hoja infiltrada con EHA105 con el 

plásmido pMDC85::quitinasa, en otra hoja la bacteria con el plásmido pMDC85::glucanasa, 

y en otra hoja EHA105+pCambia 1305.2, este último como un control adicional de 

expresión. En cada hoja con un gen se colocaron dos controles correspondientes a la 

solución agromix sin bacteria (control negativo) y EHA105+pMDC85 vacío (sin gen de 

interés) y una zona sin infiltrar. En la hoja infiltrada con pCambia 1305.2 solo se puso 

agromix como control, y una zona sin infiltrar. Se realizaron 2 réplicas de infiltración para 

cada constructo. Para ver la expresión transitoria de los constructos se establecieron 

tiempos de 0 (como control) a 5 días cada uno con sus dos réplicas de infiltración, haciendo 

colecta de las muestras con nitrógeno líquido dentro de estos rangos de tiempos. Las 

plantas se mantuvieron a una temperatura de 19°C y fotoperiodo de 12 horas. 

 

A B 
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Para el caso del plásmido pCambia 1305.2 se realizó tinción histoquímica con X-gluc, como 

se describe en la sección 2.2.4, con el fin de observar la expresión de gusPlus en las áreas 

infiltradas del día 0 al 5. Para esto, se tomaron seis segmentos pequeños de hojas de cada 

día, que fueron teñidos y observados al microscopio (Nikon Eclipse E200), se contaron las 

células del parénquima gusPlus positivas vs células totales y se calculó el porcentaje de 

células gus positivas ((células azules en campo visual / total de células de campo visual) x 

100), se realizó el conteo en 10 campos visuales en cada uno de los seis segmentos de 

hoja, 360 campos fueron observados más 60 campos del control sin infiltrar, con un total de 

420 campos observados. 

 

Figura 3-3: Esquema de infiltración con suspensiones de A. tumefaciens en hojas de TAC, 

para cada gen/tratamiento con 3 controles. (A) Infiltración con EHA105 + 

pMDC85::quitinasa más los controles. (B) Infiltración con EHA105 + pMDC85::glucanasa 

más los controles. (C) Infiltración con EHA105 + pCambia 1305 más los controles 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.2.1 RT qPCR 
 

Se realizó una RT qPCR con el fin de ver la expresión diferencial de los genes de interés 

en las hojas infiltradas de TAC, utilizando primers o cebadores para el gen mgfp6 (gen de 

la proteína fluorescente) para determinar la expresión indirecta de los genes pcht28 y 

PpGlu. Como gen constitutivo y/o de referencia se utilizó el gen de la proteína ribosomal L8 

de la subunidad 60s Rpl8, con el cual se normalizó la expresión del gen gfp. Para esto se 

realizó extracción de ARN de las áreas de las hojas infiltradas con la bacteria o sin ella 

(control), mediante el kit de extracción de ARN life technology de invitrogen, a partir del cual 
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se sintetizó el ADNc (Thermo Scientific RevertAid first strans cDNA synthesis kit). El ARN 

se cuantificó mediante nanodrop y se revisó la calidad en gel de agarosa al 2% previo a la 

síntesis de ADNc. Para la qPCR se utilizó el kit Maxima SYBR Green qPCR master mix (2x) 

de Thermo Scientific, ajustando los reactivos para un volumen final de 14 µl. Cada muestra 

correspondiente a los tiempos de 0, 2, 3, 4 y 5 días se corrió por triplicado con los controles 

correspondientes (tabla 3-1). Para las corridas, se utilizó en el equipo Rotor-Gene Q de 

Qiagen. 

 

El programa de qPCR fue de 10 minutos iniciales a 95°C y 36 ciclos de: 95°C 15 segs y 

60°C 60 segs. 

 

Tabla 3-1: Esquema de réplicas por cada montaje de qPCR a partir del ADNc de las 

muestras infiltradas del 0 al 5 día. x3= por triplicado, x1= por 1, x2= por duplicado. El rotor 

tiene capacidad para 36 muestras para cada corrida 

 

ADNc constructo 
Quit/Gluc 

Día 
0 

Día 
2 

Día 
3 

Día 
4 

Día 
5 

Control sin 
molde 

Control 
ADNc TAC 

Primers gfp x3 x3 x3 x3 x3 x1 x2 
Primers Rpl8 x3 x3 x3 x3 x3 x1 x2 

 

 

3.2.3 Infiltración de frutos de tomate de árbol común 

 

Para la infiltración de frutos, estos fueron desinfectados sumergiéndolos en NaClO al 1% 

por 20 minutos, lavados con abundante agua y secados con toallas de papel. Las 

suspensiones bacterianas fueron preparadas según lo mencionado en la sección 3.2.1, e 

inyectadas de manera horizontal, en el centro de cada fruto, entre el epicarpio y el 

mesocarpio, es decir, entre la cáscara y la pulpa, y se colocó una cinta adhesiva plástica 

en la punción, inmediatamente se sacó la aguja para evitar que todo el líquido se saliera. 

Se marcó el área para indicar la zona de la infiltración de las suspensiones para facilitar 

ubicar el punto de infección (figura 3-4 A y B). Los frutos fueron ubicados en cámara húmeda 

(cajas transparentes plásticas de 35 x 24 cm x 12 cm con tapa, y rejilla sobre la que se 

ubicaron 6 frutos), y mantenidos a temperatura ambiente de ~25°C. 

 



Capítulo 3 59 

 

Se inyectaron 10 frutos por cada tratamiento, con un total de 40 frutos infectados. Los 

tratamientos fueron los siguientes: 

1. EHA105 + pMDC85::quitinasa 

2. EHA105 + pMDC85::glucanasa 

3. EHA105 + pMDC85 (vacío) 

4. Control, solución de resuspensión agromix (sin bacterias) 

 

 

3.2.3.1 Infección de frutos infiltrados 

 

La infección de los frutos con el hongo C. tamarilloi se llevó acabo 2 días después de la 

infiltración, retirando la cinta y mediante el método de gota, se colocó 5 µl de suspensión 

de esporas del hongo a una concentración de 1x106 en el centro de la zona infiltrada (figura 

3-4C). El hongo fue aislado del fruto en medio de cultivo PDA. El crecimiento del hongo se 

monitoreó cada 2 días y se registró el diámetro del hongo a los 7, 15 y 21 días 

 

Figura 3-4: (A) Infiltración de frutos de tomate de árbol común. (B) Sellado y marcaje 

después de infiltración. (C) Infección por gota de fruto de TAC infiltrado con C. tamarilloi 

 

 

 

3.2.4 Análisis estadístico 

 

A partir de los datos de qPCR obtenidos para hojas infiltradas de TAC se determinó 

el Ct para cada muestra, y se les calculó el delta-delta Ct, para normalizar los datos 

con respecto al control (=1), y determinar la expresión relativa del gen mgfp6 en las 

A B C 
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muestras, a estos datos se aplicó un análisis de ANOVA y comparaciones pareadas 

de t-student con respecto al control normalizado. Para el caso de hojas y células 

gusPlus positivas se realizó un análisis no paramétrico usando la prueba de suma 

de rangos de Kruskal Wallis y comparaciones múltiples de Dunn. Para los frutos se 

realizó un análisis de varianza ANOVA y comparaciones múltiples de Tukey. Para 

los tres grupos de datos se utilizó el paquete estadístico R. 

 

 

3.3 Resultados 

 

3.3.1 Agroinfiltración de hojas de tomate de árbol común y RT qPCR 

 

La expresión del gen gfp (mgfp6) fue normalizada con el gen constitutivo Rpl8, con el fin de 

evaluar la expresión indirecta del gen pcht28 (qutinasa) o PpGlu (glucanasa). Debido a que 

los primers para quitinasa también amplificaron para ADN de tomate de árbol común, no 

fue posible usar este gen para evaluar directamente su expresión, por lo cual se tomó el 

gen mgfp6 (contenido en el plásmido pMDC85) como medida indirecta de la expresión y/o 

de la funcionalidad del constructo. Se aplicó lo mismo para glucanasa. De los seis montajes 

de qPCR, cada muestra por triplicado, solo a tres conjuntos de datos se les pudo aplicar los 

cálculos y análisis estadísticos. 

 

Para los tres análisis, mediante los ANOVA se encontraron diferencias significativas en al 

menos uno de los días evaluados con un p< 0,05 (figuras 3-5, 3-6 y 3-8). Para el caso del 

constructo que contenía el gen pcht28 (quitinasa), las comparaciones t-student mostraron 

diferencias estadísticas significativas entre los días evaluados con respecto al control 

normalizado, pero el gen mgfp en relación al gen de referencia Rpl8 se encontró 

subexpresado o reprimido, ya que los valores se encuentran por debajo del valor del control 

normalizado (=1) (tabla 3-2, figura 3-5). Sin embargo, se observó sobreexpresión de mgfp6 

para el día 5 después de la infiltración con EHA105+pMDC85::pcht28, con diferencia 

estadística significativa (tabla 3-3, figura 3-6). La electroforesis en agarosa mostró la 

presencia de bandas para los genes gfp (108 pb) y Rpl8 (~120 pb) para muestras de hojas 

infiltradas con EHA105+pMDC85::pcht28 (figura 3-7). 
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Tabla 3-2: Comparaciones mediante t-student de las muestras infiltradas con el constructo 

con pcht28, primera corrida. (*) indica diferencias significativas 

 

Comparación P p. ajustado 

control-d2 0,00000245**** 0,0000245**** 

control-d3 0,00000207**** 0,0000207**** 

control-d4 0,0000198**** 0,000198*** 
control-d5 0,0000106**** 0,0000106**** 

d2-d3 0,862 1,00 
d2-d4 0,0729 0,729 

d2-d5 0,384 1,00 
d3-d4 0,0524 0,524 

d3-d5 0,481 1,00 
d4-d5 0,0154* 0,154 

 

 

Figura 3-5: ANOVA y comparaciones mediante la prueba t-student, primera corrida para el 

constructo con el gen pcht28 
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Tabla 3-3: Comparaciones mediante t-student de las muestras infiltradas con el constructo 

con pcht28, segunda corrida. (*) indica diferencias significativas 

 

Comparación P p. ajustado 

control-d2 0,738 1,000000 
control-d3 0,0253* 0,253000 

control-d4 0,133 1,000000 
control-d5 0,000112*** 0,001120** 

d2-d3 0,0455* 0,455000 
d2-d4 0,0759 0,759000 

d2-d5 0,000177*** 0,001770** 
d3-d4 0,00165** 0,016500* 

d3-d5 0,03577* 0,0572 
d4-d5 0,0003153*** 0,000153*** 

 

 

Figura 3-6: ANOVA y comparaciones mediante la prueba t-student, segunda corrida para 

el constructo con el gen pcht28 
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Figura 3-7: Electroforesis de muestras de RT qPCR para comprobar presencia de genes 

gfp y Rpl8 en hojas infiltradas con EHA105+pMDC85::pcht28. Gel de agarosa 2%, tinción 

con GelRed. Marcador de peso de 100 pb (Thermo Scientific GeneRuler). D0: día 0, D2: 

Día 2, D3: Día 3, D4: Día 4, D5: Día 5. C-GF: Control negativo primers gfp. C-RP: control 

negativo primers Rpl8. R-TAC: Control primers Rpl8, molde TAC sin infiltrar. G-TAC: control 

primers gfp, molde TAC sin infiltrar.  

 

 

 

Para el caso del constructo con el gen Ppglu también se observó subexpresión del gen 

mgfp6 en muestras de hojas infiltradas con EHA105+pMDC::PpGlu para todos los días 

evaluados con respecto al gen Rpl8, dado que los valores obtenidos dan por debajo del 

valor del control normalizado =1, aunque mediante las comparaciones t-student se observó 

alguna diferencia significativa de los tiempos con respecto al control normalizado, no es en 

términos de expresión relativa (tabla 3-4, figura 3-8). 
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Figura 3-8: ANOVA y comparaciones mediante la prueba t-student, corrida para el 

constructo con el gen PpGlu 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 3-4: Comparaciones mediante t-student de las muestras infiltradas con el constructo 

con PpGlu. (*) indica diferencias significativas 

 

Comparación P p. ajustado 

Control-d2 0,00678** 0,0678 
Control-d3 0,00140** 0,0140* 

Control-d4 0,01870* 0,1870 
Control-d5 0,01200* 0,1200 

d2-d3 0,35600 1,0000 
d2-d4 0,56400 1,0000 

d2-d5 0,74300 1,0000 

d3-d4 0,149000 1,0000 
d3-d5 0,74300 1,0000 

d4-d5 0,80000 1,0000 
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Para el caso de las hojas infiltradas con EHA105+pCambia 1305.2, como control adicional 

comparativo con los ensayos principales para los constructos con pcht28 y PpGlu, se 

observó expresión transitoria del gen gusPlus mediante tinción histoquímica usando X-Gluc 

en muestras infiltradas y colectadas a partir del segundo día (figuras 3-9 y 3-10, anexo D 

(D5)), sin embargo, no se observó expresión del gen gusPlus mediante RT qPCR, y los 

datos arrojados en las corridas no fueron analizables.  

 

Figura 3-9: Tinción histoquímica con X-Glu para observar expresión del gen gusPlus, en 

muestras infiltradas con EHA105 + pCambia 1305.2, correspondiente a los días 0 a 5 

 

 

 

La prueba de suma de rangos de Kruskal Wallis indicó diferencias significativas en la 

expresión del gen gusPlus en células de hojas de tomate de árbol común, para al menos 

uno de los días evaluados con un valor de p < 0,05 (p = 2,2x10-6) (anexo D (D4)). Mediante 

las comparaciones múltiples de Dunn se obtuvo que los días 2, 3, 4 y 5 de infiltración fueron 

diferentes estadísticamente con relación al control y los días 0 y 1, estos últimos no 

mostraron expresión del gen gusPlus mediante tinción con X-Gluc, al no evidenciarse 

coloración azul en los segmentos de hoja; sin embargo, los días 2, 3, 4 y 5 no fueron 

diferentes estadísticamente entre ellos (tabla 3-5, figura 3-10). 

 

 

 

 

 

 

D0          D1        D2   D3   D4       D5  
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Tabla 3-5: Comparaciones múltiples de Dunn para la expresión de gusPlus en hojas 

infiltradas con EHA105+pCambia 1305.2. (*) indica diferencias significativas 

 

Comparación p. ajustado 

C - D0 1,000000 
C - D1 1,000000 

C - D2 3,866127x10-21**** 
C - D3 1,489488x10-24**** 

C - D4 2,712868x10-13**** 
C - D5 2,003970x10-18**** 

D0 - D1 1,000000 
D0 - D2 3,866127x10-21**** 

D0 - D3 1,489488x10-24**** 
D0 - D4 2,712868x10-13**** 

D0 - D5 2,003970x10-18**** 
D1 - D2 3,866127x10-21**** 

D1 - D3 1,489488x10-24**** 
D1 - D4 2,712868x10-13**** 

D1 - D5 2,003970x10-18**** 

D2 - D3 1,000000 
D2 - D4 0,8609113 

D2 - D5 1,000000 
D3 - D4 0,1034056 

D3 - D5 1,000000 
D4 - D5 1,000000 

 

 

Figura 3-10: Diagrama de cajas y bigotes para la expresión de gusPlus en hojas infiltradas 

con EHA105+pCambia 1305.2. % de células gus positivas = (# de células azules en el 

campo visual / número total de células del campo visual) x 100  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kruskal Wallis p = 

2,2x10-6 
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Adicionalmente, se observó que las hojas de plantas de tomate de árbol común muy jóvenes 

o primordios foliares, aunque son tejidos muy nuevos tienen una textura gruesa, y no 

permiten el ingreso de solución para su infiltración, sino que generan una resistencia al 

ingreso de cualquier liquido hacia el interior de la hoja, al igual que las hojas muy viejas o 

maduras, por lo cual, en la practica, es ideal utilizar hojas desde la posición 3 a 5, y bien 

expandidas. 

 

 

3.3.2 Infiltración e infección de frutos de tomate de árbol común 

 

Para el caso de frutos, el análisis de varianza ANOVA realizado mostró un valor p= 5.32x10-

7, indicando diferencias significativas entre al menos uno de los tratamientos evaluados. 

Mediante las comparaciones múltiples de Tukey, se encontraron diferencias significativas 

entre los tratamientos EHA105 + pMDC85::quitinasa y EHA105 + pMDC85::glucanasa con 

respecto al control (agromix), y entre EHA105 + pMDC85::quitinasa y EHA105 + pMDC85 

vacío, a los 7, 15 y 21 días. Durante la primera semana también se encontró diferencia 

entre el control (agromix) y el tratamiento EHA105 + pMDC85 vacío (tabla 3-5). Todos los 

tratamientos, excepto el control con agromix, tuvieron algún efecto sobre el crecimiento. Sin 

embargo, con el tratamiento EHA105 + pMDC85::quitinasa se observó menor crecimiento 

del hongo, con diferencias estadísticas significativas respecto a los otros tratamientos 

evaluados. Luego de los 7 días se vio crecimiento del hongo en todos los tratamientos, 

después de los 15 días se empezó a ver esporulación en los frutos y a los 21 días la 

esporulación se presentó en todos los frutos tratados, pero en los controles (agromix) se 

observó el mayor crecimiento y esporulación de los hongos (figura 3-11 y 3-12). En algunas 

ocasiones, se pudo apreciar que la zona donde se inyectó los frutos tendía a oscurecerse 

como efecto de las suspensiones bacterianas. 
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Figura 3-11: Frutos de tomate de árbol inyectados con suspensiones bacterianas e 

infectados con C. tamarilloi. (A) Fruto inyectado con EHA105 + pMDC85::pcht28 a los 7 

días. (E) Fruto inyectado con EHA105 + pMDC85::pcht28 a los 15 días. (B) Fruto inyectado 

con EHA105 + pMDC85::PpGlu a los 7 días.  (F) Fruto inyectado con EHA105 + 

pMDC85::PpGlu a los 15 días. (C) Fruto inyectado con EHA105 + pMDC85 vacío a los 7 

días. (G) Fruto inyectado con EHA105 + pMDC85 vacío a los 15 días. (D) Fruto inyectado 

con agromix a los 7 días. (H) Fruto inyectado con agromix a los 21 días 

 

 

 

Figura 3-12: Diagrama de caja y bigotes de los tratamientos evaluados en frutos inyectados 

e infectados con C. tamarilloi vs crecimiento en diámetro del hongo. (A) Tamaño síntoma 

a los 7 días. (B) Tamaño síntoma a los 15 días. (C) Tamaño síntoma a los 21 días. 

Gluc = glucanasa (PpGlu). Quit = quitinasa (pcht28). Agromix = control, solución sin 

bacteria. Vac = constructo vacío sin genes de interés 
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A C B D 
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Tabla 3-6: Comparaciones múltiples de medias de Tukey, para síntomas de infección con 

C. tamarilloi en frutos inyectados con suspensiones bacterianas de A. tumefaciens EHA105 

con el gen pcht28 o PpGlu. Con 95% de confianza. Gluc = glucanasa (PpGlu). Quit = 

quitinasa (pcht28). Agromix = control, solución sin bacteria. Vac = constructo vacío sin 

genes de interés 

 

Tratamientos 
p ajustado 

7 días 15 días 21 días 

Gluc-agromix 0.0000285***   0.0002265*** 0.0025080** 
Quit-agromix 0.0000011*** 0.0000004*** 0.0000019*** 

Vac-agromix   0.0162769* 0.0629461 0.1542877 
Quit-Gluc 0.7128367 0.1771187 0.0967001 

Vac-Gluc 0.1410945 0.1771187 0.3424824 

Vac-Quit 0.0121372* 0.0010052** 0.0012908** 

 

El hongo aislado del fruto en medio de cultivo PDA, mostró buen crecimiento y coloración 

naranja característica, con un fondo blanco a grisáceo, que puede tornarse más grisáceo a 

medida que el cultivo envejece. Las observaciones de las esporas al microscopio 

evidenciaron conidias con una apariencia hialina y alargada con tendencia elipsoide a 

fusiforme, en al menos uno de sus extremos (figura 3-13). 

 

Figura 3-13: Hongo aislado de fruto infectado con C. tamarilloi. (A) Hongo crecido en medio 

de cultivo PDA, con coloración naranja característica. (B) Conidias observadas al 

microscopio a 20x, alargadas y con tendencia fusiforme 

 

 

B A 
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3.4 Discusión 

 

La agroinfiltración de A. tumefaciens en hojas, es una herramienta rápida, versátil y 

ampliamente utilizada para la expresión transitoria en plantas (Leckie & Stewart, 2011; Ma 

et al., 2012). En tomate de árbol, hasta el momento, no se ha reportado algún estudio en 

donde se emplee la agroinfiltración para evaluar la expresión transitoria directamente en 

plantas, de modo que este trabajo es un primer acercamiento al estudio de genes reporteros 

en TAC empleando esta técnica. 

 

Para los ensayos de infiltración se utilizó la cepa de A. tumefaciens EHA105, según los 

resultados obtenidos para la evaluación de la expresión del gen reportero gusPlus en 

segmentos de hojas de plántulas in vitro de TAC (sección 2). La cepa EHA105 es 

rutinariamente utilizada para procesos de transformación en una variedad de especies de 

interés agronómico (Ramírez et al., 2018), y ha sido reportada como una de las cepas con 

más alta eficiencia para la transferencia de ADN-T en plantas (Chen et al., 2010). Algunos 

ejemplos del uso de esta cepa son en uva (Sabbadini et al., 2019), tomate (Hanur et al., 

2015), papa (Orbegozo et al., 2013) y naranja (Kobayashi et al., 2017). 

 

Mediante electroforesis de las corridas de qPCR se observaron bandas correspondientes a 

los genes mgfp6 y Rpl8 (figura 3-7), evidenciando transferencia del ADN-T en hojas 

agroinfiltradas, sin embargo, solo se observó sobreexpresión de gfp en el día cinco para el 

constructo pMDC85::pcht28 con respecto al control (figura 3-6), por lo cual, pude ser que la 

expresión del gen está siendo tardía, pudiendo ocurrir a partir del día 5 o más días, por lo 

que es posible que por eso en las otras muestras analizadas no se logró observar expresión 

del gen mgfp6 con respecto a Rpl8 en los días evaluados (figuras 3-5 y 3-7). Tal es el caso 

de Peyret y colaboradores (2019), quienes establecieron el tiempo de evaluación del gfp, 

en hojas de tabaco, a los 7 días post-infiltración, ya que en ese tiempo observaron que la 

fluorescencia fue consistentemente lograda. Mientras que Faizal y Geelen (2012), reportan 

la máxima de expresión de gfp al quinto día evaluado para Maesa lanceolata. Al igual que 

Debler y colaboradores (2021) para lenteja. 

 

La expresión transgénica reducida podría deberse a muchos factores, entre ellos, la 

especie, la posición de la hoja y la edad de la planta (Sheludko et al., 2007). Para el caso 
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de tomate de árbol común se prefieren hojas de la posición 3 a 5 para infiltrar ya que estas 

hojas facilitan la entrada de liquido al interior en comparación con las otras. Un factor 

importante bien conocido es el genotipo del organismo receptor (Michielse et al. 2005, 

Riedel et al., 2009). Considerando que el tomate de árbol común es una especie rustica, el 

genotipo podría ser una de las razones de la baja expresión de mgfp6 en muestras de hojas 

infiltradas. También se ha considerado que el silenciamiento de ARN o silenciamiento 

postranscripcional desempeñan un papel importante en la disminución de la expresión 

génica posterior a la introducción del ADN-T en la expresión transitoria (Dhillon et al., 2009, 

Sánchez-Álvarez et al., 2019). Un factor trascendental es la calidad del ARN para llevar a 

cabo RT qPCR, aunque en este trabajo se cuantificó y cualificó el ARN y el ADNc mediante 

nanodrop y electroforesis previamente a las qPCR, el tamaño de las muestras de material 

vegetal de TAC (área de hojas infiltradas) para extraer ARN puede ser limitante para 

obtener ácido ribonucleido en buena cantidad, sin contar que este tiene la facilidad de 

degradarse, lo que repercute en la integridad y calidad del mismo, este efecto se debe tratar 

de reducir durante su extracción y manipulación (Die & Román, 2012).  

 

La expresión transitoria de gusPlus en células de hojas de TAC agroinfiltradas se observó 

en este trabajo, a partir del segundo día de infiltración hasta el día quinto, que fue el último 

día evaluado. En contraste con lo que reportan Krishnan et al. (2019) en discos de hojas de 

soya, quienes encontraron expresión desde el día 1 hasta el día 8, con la mayor frecuencia 

de expresión de gus en el cuarto día, a partir del cual la expresión empezó a disminuir. 

Ramírez y colaboradores (2018) evaluaron 4 cepas de A. tumefaciens para la infiltración de 

hojas de yuca, entre ellas EHA105, pero esta no mostró expresión del gen gus, sin embargo, 

en tabaco empleado como control, encontraron expresión a partir del día 2 de infiltración, 

al igual que a lo encontrado en este trabajo para tomate de árbol común. De modo que la 

visualización de la expresión del gen gus mediante tinción histoquímica puede variar en un 

rango amplio de días, pero por un tiempo limitado, ya que la expresión transitoria de un gen 

está influenciada por la especie vegetal, la cepa y las condiciones del proceso de o la 

transformación transitoria, entre otros (Tyurin et al., 2020). 

 

Los hongos Colletotrichum afectan principalmente a los frutos, de modo que, para el caso 

de C. tamarilloi, este tiene preferencias por los frutos de tomate de árbol, colonizando y 

creciendo mucho mejor en ellos que en otros tejidos de la planta, como hojas. Por lo tanto, 
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se llevó a cabo la infiltración de frutos de tomate de árbol común y la posterior infección con 

el hongo, con el fin de evaluar si las suspensiones bacterianas de Agrobacterium con los 

constructos que llevaban el gen pcht28 o PpGlu generaban alguna tolerancia al hongo. La 

agroinfiltración ha sido ampliamente utilizada para hojas en plantas, pero se conoce menos 

su uso en frutos. La introducción de Agrobacterium en frutos en desarrollo puede 

proporcionar silenciamiento génico o sobreexpresión modesta a los pocos días. Mediante 

esta técnica se pueden evaluar transitoriamente los efectos transgénicos de las frutas sobre 

la expresión, el metabolismo, la fisiología o el desarrollo de genes endógenos y la actividad 

de promotores (Carvalho et al., 2016).  

 

En los ensayos realizados, se encontró que la suspensión bacteriana de EHA105 +  

pMDC85::pcht28 (quitinasa) tuvo un mayor efecto sobre el crecimiento de C. tamarilloi en 

frutos de tomate de árbol común, seguido del tratamiento EHA105 + pMDC85::PpGlu 

(glucanasa), sin diferencias significativas entre ellos, pero sí con respecto al control 

(agromix) (figuras 3-10 y 3-11, tabla 3-6). Hasta la fecha no hay reportes del uso de frutos 

de tomate de árbol inyectados con suspensiones de A. tumefaciens y la posterior infección 

con hongos Colletotrichum. Los genes que codifican para quitinasa y glucanasa son genes 

relacionados a la patogenicidad (PR), que se activan con el mecanismo de defensa de la 

planta como respuesta al ataque de algún patógeno (Wani, 2010). Se ha comprobado que 

algunas proteínas PR tienen diferentes niveles de actividad antifúngica in vitro o in vivo, 

como es el caso para las ɓ-1,3-glucanasas (PR-2) y las quitinasas (PR-3) (Chen et al., 1994; 

Liu et al., 2013; Tabaeizadeh et al., 1999). 

 

La coloración típica del hongo aislado de fruto infectado con C. tamarilloi en medio de cultivo 

PDA coincide con las descripciones para el complejo C. acutatum de Simmonds (1965), al 

cual pertenece el hongo utilizado, así como para las descripciones de Martínez et al. (2009) 

para aislados de tomate de árbol y de Es-Soufi et al (2018) (figura 3-12). Conidias con 

apariencia hialina y alargada con tendencia elipsoide a fusiforme, en al menos uno de sus 

extremos, como ha sido reportado para este complejo (Castro-Quezada et al., 2019; Es-

Soufi et al., 2018; Martínez et al., 2009; Peres et al., 2005; Simmonds, 1965, Xie et al., 

2010). 
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3.5 Conclusiones 

 

Este estudio es un primer acercamiento para la evaluación de la expresión de genes, en 

este caso genes reporteros, mediante agroinfiltración de tomate de árbol común. El uso del 

gen gusPlus como control adicional, permitió evidenciar que sí puede ocurrir expresión de 

genes mediante esta técnica. 

 

Se encontró la subexpresión del gen mgfp6 mediante RT qPCR, normalizando con el gen 

Rpl8, y utilizando la cepa EHA105 con el plasmido pMDC85. Sin embargo, para uno de los 

análisis se vio sobreexpresión estadísticamente significativa a los 5 días en hojas infiltradas 

con pMDC85::pcht28. 

 

La expresión de genes se ve influenciada por distintos factores como la especie, la edad de 

la planta, el tiempo y la posición de la hoja (se prefieren hojas de la posición 3-5 en TAC). 

La calidad e integridad del ARN es vital para análisis de expresión mediante RT qPCR. 

 

La inyección de frutos de TAC con suspensiones bacterianas de A. tumefaciens y posterior 

infección con C. tamarilloi, mostró que aquellas con el constructo pMDC85::pcht28 

(quitinasa) tuvieron un efecto sobre el crecimiento del hongo, con respecto al control, 

estadísticamente significativo a los 7 días después de la inoculación. 

 

La agroinfiltración de hojas y frutos con Agrobacterium, se presenta como una técnica 

relativamente rápida y útil a la hora de probar nuevos genes o mejores constructos en 

tomate de árbol común, debido a que estos ensayos se realizan directamente en plantas ya 

crecidas en vivero, y se reducen los problemas que pueda causar el uso de la bacteria en 

procesos de transformación genética in vitro. 
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4. Evaluación de la expresión in vitro de los 
genes pcht28 y PpGlu, en tomate de árbol 
común. 

 

 

4.1 Introducción 

 

La ingeniería genética vegetal, permite introducir o modificar genes en plantas, 

provenientes no sólo de otras especies vegetales, también de otro tipo de fuentes como 

hongos, virus y bacterias. Lo que ha permitido el mejoramiento de especies vegetales de 

interés agrícola y comercial, cuando se logra transformación estable de los tejidos y sin 

algún efecto en el desarrollo de la planta o su producción. De modo que se pueden obtener 

especies con resistencia a virus, insectos, hongos y bacterias, con tolerancia a herbicidas, 

a estrés abiótico y modificación de la calidad nutritiva de los cultivos entre otras 

características. A través del uso de transgenes, también es posible modificar la expresión 

de genes presentes en el genoma de la planta (Diaz et al., 2010). 

 

Es necesario disponer de un transgen (secuencias reguladoras y codificantes clonadas en 

un vector de transformación), para todas las técnicas de expresión transitoria o estable de 

genes mediante transformación genética in vitro, así como de una metodología eficiente 

para la transferencia al genoma vegetal. Una vez introducido el gen de interés en la célula 

y/o tejido, se induce la regeneración y el desarrollo de plántulas mediante distintas técnicas 

de cultivo de tejidos in vitro. Se procede luego al análisis molecular de las plantas 

regeneradas in vitro, para identificar aquellas que porten y expresen el gen de interés en 

los niveles deseados. Finalmente, y después de muchos pasos de optimización del proceso 

de transformación, se realiza la evaluación del material mediante técnicas moleculares 

como PCR, qPCR y Southern blot, y la selección de aquel que posee las características 

deseadas, con los cuales se llevan a cabo experimentos en laboratorio y campo, así como 
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estudios del comportamiento de los individuos transformados y de su descendencia (Diaz 

et al., 2010; Hodson, 2005). 

  

Debido a la recalcitrancia de algunas especies vegetales al cultivo in vitro o al proceso de 

transformación genética, se han desarrollado alternativas como el método in planta, el cual 

permite reducir o eliminar los pasos de regeneración in vitro (Keshamma et al., 2008), y el 

sobrecrecimiento de A. tumefaciens. Este método permite la infección y transformación de 

partes de plantas adultas, como partes florales, polen, brotes o meristemos en planta y 

semillas (Kaur & Devi, 2019). La transformación directa de semillas permite que el transgén 

funcione sin etapas de cultivo de tejidos y genera rápidamente un gran número de plantas 

transgénicas, en comparación con el método in vitro. Las lesiones microscópicas causadas 

por el grabado con ultrasonido o vacío en la superficie y las capas internas del tejido 

proporcionan un canal para la transferencia de ADN de la bacteria a la planta en el proceso 

de infección (Beranová et al. 2008, Song et al., 2009). El meristemo apical del embrión 

diferenciado de la plántula en germinación es infectada con Agrobacterium, dado que el 

transgén queda integrado en células de tejidos ya diferenciados, las plantas T0 serán 

quiméricas y se podrá ver una integración estable solo en la generación T1 (Keshamma et 

al., 2008). 

 

Genes involucrados en el mecanismo de defensa en plantas han sido identificados y 

estudiados, con el fin de ser utilizados en programas de mejoramiento genético y resistencia 

a enfermedades. Los mecanismos inducidos de defensa en plantas, también llamados 

resistencia inducida, se activan solamente como respuesta al ataque de un fitopatógeno 

(Collinge et al., 2010). La resistencia inducida es un mecanismo activo de defensa que 

involucra cambios en el metabolismo, provocados por la expresión diferencial de genes 

(Madriz, 2002). Entre los mecanismos de defensa está la producción y acumulación de altas 

cantidades de proteínas relacionadas a la patogenicidad o proteínas PR, que se asocian 

con el fenómeno de resistencia sistémica adquirida (Ryals et al., 1996). 

 

Algunas proteínas PR tienen diferentes niveles de actividad antifúngica in vitro o in vivo, 

como las ɓ-1,3-glucanasas (PR-2), las quitinasas (PR-3) y proteínas similares a la 

taumatina (Liu et al., 2013). Las ɓ-1,3-glucanasas (PR-2) y quitinasas (PR-3), importantes 

para la defensa contra hongos fitopatógenos, y que han sido utilizadas en procesos 
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biotecnológicos para conferir resistencia a estos, ya que la mayoría de los hongos 

(Eumycetes) poseen en sus paredes celulares quitina (N-acetylglucosamida) unida 

mediante ɓ-1,3 y ɓ-1,4-glucano en una matriz principalmente de polisacáridos y 

glicoproteínas (Glick et al., 2010). Estas enzimas pueden degradar estos compuestos 

presentes en las paredes celulares. La proporción de quitina/glucano varías según la 

especie del hongo. 

 

Las enfermedades fúngicas causan una considerable pérdida de rendimiento en muchos 

cultivos. La producción de enzimas capaces de degradar las paredes celulares de los 

hongos fitopatógenos invasores es un componente importante de la respuesta de defensa 

en las plantas. Este mecanismo de defensa natural del huésped se puede mejorar en 

plantas transgénicas resistentes a hongos (Ceasar & Ignacimuthu, 2012). El papel de los 

múltiples genes que participan en las respuestas inmunes después de la infestación por 

hongos, y las diversas vías involucradas en ellos, han sido dilucidados (Islam, 2006). 

Mediante ingeniería genética se han realizado una variedad de ensayos para la expresión 

estable de genes y la generación de resistencia a hongos en diferentes especies vegetales.  

 

Ojola y colaboradores (2018), obtuvieron plantas transgénicas de yuca para mejorar la 

resistencia a la antracnosis, mediante A. tumefaciens LBA4404, que portaba el gen tipo 

taumatina de arroz Ostlp dirigido por el promotor CaMV35S. Fueron usados callos 

embriogénicos. Y se encontró altos niveles de expresión de Ostlp, con actividad antifúngica 

contra C. gloeosporioides y un retraso significativo en el desarrollo de la enfermedad y 

reducción de las lesiones necróticas en las hojas y tallos, en comparación con los controles 

no transgénicos. Se han reportado trabajos de plantas transformadas que expresaron los 

genes de quitinasa o glucanasa con resistencia o tolerancia a enfermedades fúngicas. Con 

el fin de generar resistencia a la antracnosis en cacao, Maximova y colaboradores (2005), 

sobreexpresaron el gen de la quitinasa clase 1 (TcChi1) de cacao, bajo el control del 

promotor CaMV-35S modificado, mediante transformación de embriones somáticos con A. 

tumefaciens AGL1; obtuvieron 8 líneas con el transgen expresado a varios niveles. Los 

bioensayos demostraron que, en el cacao transgénico se inhibió significativamente el 

crecimiento y desarrollo de C. gloeosporioides, así como su efecto necrótico en las hojas, 

comparado con los controles.  
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Selatsa y colaboradores (2008), obtuvieron líneas transgénicas de arveja, con el gen que 

codifica para quitinasa Chit30 de Streptomyces olivaceoviridis y líneas con el gen de 1,3-ɓ-

glucanasa gluc de cebada, con el fin de generar resistencia a diferentes hongos. Entre 

estos, evaluaron la resistencia a C. acutatum, y encontraron que extractos crudos de 

plantas transformadas y cruzadas (chit30xgluc) F2 y F3, inhibieron la germinación de las 

esporas del hongo de la antracnosis, pero no el crecimiento hifal. De igual forma, extractos 

de las líneas transgénicas parentales presentaron una inhibición de la germinación de las 

esporas en un 100%. 

 

Mercado y colaboradores (2007), transformaron fresa con el gen de quitinasa chit-42 o el 

gen de ɓ-1,3-glucanasa, ambos provenientes de Trichoderma, bajo el control del promotor 

constitutivo 35S. Obtuvieron seis líneas transgénicas con el gen de quitinasa con diferente 

actividad, de las cuales tres mostraron una reducción significativa en las lesiones causadas 

por C. acutatum, en comparación con las plantas no transformadas; pero no se pudo 

encontrar una correlación entre el nivel de la actividad quitinasa y la tolerancia al hongo. 

Para el gen de glucanasa, obtuvieron ocho líneas, de las cuales, también tres mostraron un 

menor efecto de la antracnosis, dos de ellas con un número reducido de lesiones vs. 

controles. 

 

Jongedijk y colaboradores (1995), transformaron cotiledones de tomate de mesa (Solanum 

lycopersicum) (especie genéticamente relacionada al tomate de árbol), mediante A. 

tumefaciens MOG101, utilizando plásmidos binarios para la expresión simultánea de los 

genes quitinasa y ɓ-1,3-glucanasa de tabaco, con el fin de generar resistencia a Fusarium 

oxysporum f.sp. lycopersici. Los investigadores encontraron una reducción de la severidad 

de la enfermedad en un 36-58%, por lo que sugieren que la actividad sinérgica de glucanasa 

y quitinasa mostró una inhibición en el crecimiento del hongo in vitro. Un trabajo similar fue 

realizado, en donde incorporaron en tomate una triple estructura, conteniendo un gen 

glucanasa, uno quitinasa y un gen PR1, mediante A. tumefaciens LB4404. La frecuencia de 

la transferencia simultánea de genes de quitinasa, glucanasa y PR1 al tomate fue del 2,7%. 

Los extractos proteicos de plantas transgénicas inhibieron el crecimiento hifal in vitro de F. 

oxysporum, en contraste con las plantas de control no transgénicas. Las plantas 

transgénicas presentaron algunas alteraciones en el contenido de clorofila, siendo mayor el 

contenido de éstas (Dolatabadi et al., 2014). 
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Chen et al. (1994), aislaron un gen endoquitinasa (pcht28) de un tomate silvestre, 

(Lycopersicon chilense), el cual fue introducido en tomate a través de A. tumefaciens 

LBA4404, utilizando el promotor CaMV35S. Las plantas transgénicas mostraron alto nivel 

de expresión de la actividad quitinasa. Semillas progenies F1 y F2, resistentes a 

kanamicina, resultantes de autopolinización, mostraron una tolerancia mayor a Verticillium 

dahliae en comparación con las plantas no transgénicas. Mishra y colaboradores (2016), 

evaluaron la resistencia de plantas de guayaba transformadas con una endoquitinasa, a F. 

oxysporum f.sp. psidii, resultante de un ensayo previo. Análisis histopatológicos revelaron 

la presencia de micelio en los haces vasculares, pero ninguna de las plantas mostró 

síntomas de la enfermedad. Ensayos in vitro usando extractos de las plantas 

transformadas, mostraron inhibición de la germinación de las conidias. Estudios de la 

expresión de la endoquitinasa reveló que dos plantas transgénicas mostraron una actividad 

muy alta de N-acetil-glucosamina. 

 

Liu y colaboradores (2013) aislaron el gen que codifica para una ɓ-1,3-glucanasa, llamado 

PpGlu de una pera china (Pyrus pyrifolia Nakai cv Huobali). Su proteína es altamente 

homologa a otras ɓ-1,3-glucanasas de otras plantas. Los investigadores transformaron 

tabaco con este gen y comprobaron su expresión y evaluaron los extractos protéicos de 

líneas transgénica, encontrando actividad antifúngica in vitro a diferentes niveles, contra los 

hongos Phomopsis sp., Alternaria sp. y Fusarium sp. 

 

Los trabajos a los que se ha hecho referencia, así como muchos otros, pueden servir como 

ejemplos aplicables para resistencia a la antracnosis u otras enfermedades causadas por 

hongos. Mediante técnicas de biología molecular se ha caracterizado morfológica y 

molecularmente agentes patógenos asociados al tomate de árbol, como virus y los hongos 

del complejo Colletotrichum sp. y C. acutatum (Afanador-Kafuri et al., 2003; Caicedo et al., 

2017; Gañán et al., 2015; Sanabria et al., 2010). Hasta la fecha hay tres reportes 

preliminares que datan de 20 años o más, de procesos de transformación en tomate de 

árbol con genes reporteros, pero no para el caso de conferir resistencia a hongos en esta 

planta. 

 



84 Organogénesis, regeneración in vitro y expresión de los genes gus, gfp, pcht28 y PpGlu en 

tomate de árbol común (Solanum betaceum Cav.) 

 

4.2 Materiales y métodos 

 

4.2.1 Genes pcht28 y PpGlu y constructo 

 

La búsqueda de las secuencias se realizó mediante NCBI, teniendo en cuenta que los 

genes provinieran de plantas, de origen frutal y que hubiese reporte (artículo) de su 

aplicación en transformación genética para generación de resistencia a hongos. Se 

seleccionó el gen codificante para una quitinasa proveniente de un tomate silvestre de sur 

América (Lycopersicon chilense), identificado y aislado por Chen y colaboradores (Chen et 

al., 1994), que codifica una quitinasa tipo endoquitinasa acidica (pcht28), la cual se 

encuentra depositada en GenBank (NCBI) con el código L19342.1. Y el gen que codifica 

para una glucanasa de una pera arenosa china (Pyrus pyrifolia Nakai cv Huobali), aislada 

y reportada por Liu y colaboradores (2013). Este gen codifica para una ɓ-1,3-glucanasa y 

fue llamado PpGlu. Se encuentra registrado en GenBank (NCBI) bajo el código JX127223.1. 

(anexo I). 

 

Los genes fueron sintetizados usando el servicio de GenScript, cada uno de manera 

independiente en el plásmido pMDC85 (suministrado por el Dr. Chavarriaga de la pltaforma 

de transformación del CIAT), cada gen se ubicó entre las regiones attR1 y attR2, en 

constructos independientes para cada uno, y quedando el gen que confiere resistencia a 

cloranfenicol no funcional. El constructo de pMDC85 que llevaba el gen de quitinasa 

(pcht28) tuvo un tamaño de 11572 pb, y de 11857 pb para pMDC85 que portaba el gen de 

glucanasa (PpGlu). El plásmido contiene el gen reportero gfp mgfp6 (fluorescencia verde) 

y resistencia a los antibióticos higromicina y kanamicina, bajo el control del promotor 

CaMV35s. 

 

Los constructos sintetizados, correspondientes al plásmido pMDC85::quitinasa 

(pMDC85::pcht28) y pMDC85::glucanasa (pMDC85::PpGlu), fueron comprobados 

rápidamente mediante un gel de restricción, usando la enzima de restricción NotI para cortar 

los constructos. 
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4.2.2 Clonación de constructos y transformación de Agrobacterium 

tumefaciens 

 

Los constructos fueron clonados independientemente en bacterias competentes de E. coli 

DB3.1 (donada por el Dr. Paul Chavarriaga, director de la plataforma de transformación del 

CIAT, anexo I). Para lo cual se siguió el procedimiento descrito en el anexo F que 

corresponde a la obtención de células competentes y su posterior transformación mediante 

choque térmico. Luego, se transformaron las cepas de Agrobacterium con los plásmidos 

pMDC85::quitinasa o pMDC85::glucanasa, en procedimientos independientemente. Para lo 

cual, se realizaron extracciones de ADN plasmídico a partir de suspensiones bacterianas 

de E. coli transformada, siguiendo el protocolo descrito en el anexo G. La calidad del ADN 

producto de las extracciones de plásmido se revisó mediante electroforesis, en gel de 0,8% 

de agarosa teñido con EZ-vision (Amresco), y en nanodrop (Thermo Scientific 2000). Con 

el ADN plasmídico se transformaron las cepas de A. tumefaciens EHA105 y AGL1, 

siguiendo el procedimiento descrito en el anexo F, correspondiente a la obtención de células 

competentes de Agrobacterium y subsecuente transformación mediante choque térmico. 

 

De las colonias de Agrobacterium crecidas en el medio de selección se tomó una o dos 

colonias para crecerlas en medio líquido YEP toda la noche, con los antibióticos 

correspondientes a la cepa (EHA105: 50 mg L-1 de rifampicina y AGL: rifampicina y 100 mg 

L-1 de carbenicilina y el antibiótico de selección para las 2 cepas (50 mg L-1 de kanamicina)), 

y a partir de esta suspensión se dejaron unos stocks que se almacenaron con glicerol al 

30% a -80°C.  

 

Se realizaron extracciones de ADN plasmídico a partir de suspensiones bacterianas de A. 

tumefaciens, utilizando el protocolo descrito en el anexo F. Se verificó que los genes 

estuvieran presentes mediante PCR, utilizando los siguientes primers: Para detección de 

quitinasa pcht28: LC forward (5'-CACCATGAAGTTCAATATTGTATCA-3'), LC reverse (5'-

TTAGCCCTGGGCGAA-3ô). Para detecci·n de glucanasa PpGlu: forward PP (5'- 

CACCATGCATTTTTCCAACAT-3'), reverse PP (5'- CTATCCAAATGTGAGTTGGTACT-3ô). 

Los fragmentos productos de la PCR fueron de 762 pb y 1047 pb, respectivamente. 

Finalmente, se verificó la presencia de las bandas correspondientes a los genes 
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amplificados, mediante electroforesis de agarosa al 1%, la tinción se realizó con EZ-vision 

o GelRed. 

 

El programa de PCR utilizado para amplificar los genes de glucanasa y quitinasa fue tipo 

tochdown, para aumentar la especificidad de los primers:  

 

Quitinasa: Desnaturalización inicial de 94°C 4 minutos. 10 ciclos de: 94°C 45 segundos, 

59°C 45 segundos y 72°C 30 segundos. 10 ciclos de: 94°C 30 segundos, 59°C 45 segundos 

(disminuyendo 0,2°C por ciclo) y 72°C 30 segundos. 10 ciclos de: 94°C 30 segundos, 57°C 

45 segundos y 72°C 30 segundos. Extensión final de 72°C 3 minutos 

 

Glucanasa: Desnaturalización inicial de 94°C 4 minutos. 10 ciclos de: 94°C 45 segundos, 

60°C 45 segundos y 72°C 30 segundos. 10 ciclos de: 94°C 30 segundos, 60°C 45 segundos 

(disminuyendo 0,3°C por ciclo) y 72°C 30 segundos. 10 ciclos de: 94°C 30 segundos, 57°C 

45 segundos y 72°C 30 segundos. Extensión final de 72°C 3 minutos. 

 

 

4.2.3 Ensayos preliminares de la expresión de los genes pcht28 o PpGlu 

in vitro 

 

Para los ensayos de expresión de los genes pcht28 y PpGlu, se utilizaron las cepas EHA105 

y AGL1 de A. tumefaciens transformadas con el plásmido pMDC85, este plásmido contuvo 

uno de los dos genes, con la siguiente combinación: 

 

1. Cepa EHA105 + pMDC85::pcht28 (quitinasa) 

2. Cepa EHA105 + pMDC85::PpGlu (glucanasa)  

3. Cepa AGL1 + pMDC85::pcht28 (quitinasa) 

4. Cepa AGL1 + pMDC85:: PpGlu (glucanasa)   

 

Las cepas transformadas fueron crecidas en medio YEP (Chilton et al., 1974) sólido con los 

antibióticos de resistencia y de selección, por dos noches, y luego se tomó 1-2 colonias 

para crecerlas en medio YEP líquido por una noche. Las bacterias en suspensión fueron 

centrifugadas por 10 minutos a 4000 rpm y resuspendidas en medio AB con acetosiringona 
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a 100 µM, para la inducción de los genes vir de las cepas Agrobacterium, y se incubaron 

durante 4 horas a 21±2°C y 180 rpm. 

 

4.2.3.1 Infección de hojas de tomate de árbol común con A. tumefaciens 

Para las infecciones se utilizó una densidad óptica (OD) de ~0,5, a 600 nm de suspensiones 

bacterianas, luego fue reducida a 0,03-0,06. Las hojas fueron cortadas el mismo día y 

colocadas sobre medio de inducción de brotes MIB, compuesto por sales MS suplementado 

con 20 g L-1 de sacarosa, 6,5 g L-1 de agar (sigma) y 0,5 mg L-1 de TDZ (capitulo 1). Las 

infecciones se realizaron durante 10 minutos (inmersión del tejido vegetal en la suspensión 

bacteriana). Pasado ese tiempo, los explantes se dejaron secar sobre toallas de papel 

estéril y se pusieron en el medio de cocultivo, que consistió en MIB con 100 mg L-1 

acetosiringona (figura 4-1). Pasado el tiempo de cocultivo, los explantes infectados fueron 

lavados con cefotaxima a 250 mg L-1, secados sobre papel toalla estéril y puestos en medio 

MS suplementado con 0,5 mg L-1 de TDZ (MIB), 30 g L-1 de sacarosa, 200 mg L-1 de D-

glutamina, 50 mg L-1 de L-cisteina, 0,1 mg L-1 de tiamina y con 250 mg L-1 del antibiótico 

cefotaxima. Los explantes se dejaron en este medio de cultivo por 2 semanas y 

posteriormente se pasaron a MIB con selección con higromicina (inicialmente se utilizó 40 

mg L-1 de higromicina, luego 10 mg L-1 y luego se redujo a 5 mg L-1), y con cefotaxima a 250 

mg L-1. 

 

Se llevaron a cabo ensayos para evaluar concentraciones de 30 y 100 µM de 

acetosiringona, y el tiempo de cocultivo por 2 y 4 noches a 21±2°C (considerando lo 

establecido por Martínez, 2002). Sin embargo, luego se estableció un solo parámetro de 

cada condición, 100 µM de acetosiringona y 4 noches de cocultivo. 

 

Los controles sin transformar también fueron puestos en cocultivo y fueron lavados con 

antibiótico en caso de presentar bacteria, a los 15 días fueron transferidos a MIB con 250 

mg L-1 de cefotaxima. Los explantes transformados con presencia de la bacteria fueron 

lavados nuevamente con antibiótico (cefotaxima), incluso se utilizó NaClO al 0,5% con el 

fin de reducir su presencia. Los explantes verdes fueron subcultivados a los 20 días. 

 

Dada a la falta de regeneración de los explantes de hoja infectados con Agrobacterium, se 

realizaron varias modificaciones con base en los ensayos realizados previamente en el 
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CIAT, con el fin de reducir la incidencia de la bacteria en el tejido vegetal y la muerte del 

mismo. Se llevaron a cabo unos ensayos preliminares, en los que se evaluó nuestro medio 

MIB utilizado en los anteriores ensayos de transformación, y dos medios de cultivo 

ampliamente utilizados por ellos. Se utilizó la cepa EHA105 con el plásmido 

pMDC85::pcht28 para las infecciones de segmentos de hoja. El mismo día de la 

transformación se cortaron segmentos de hojas y se ubicaron en una caja de petri con un 

poco de agua para evitar que se deshidrataran, a los cuales se les realizó punciones con 

una aguja. Para la infección con Agrobacterium, se ajustó la OD a ~0,7, y se utilizaron dos 

métodos: 

 

1. Crecer toda la noche la bacteria en un Erlenmeyer con medio YEP con 50 mg L-1 de 

kanamicina y 50 mg L-1 rifampicina a 28°C a 220 rpm, y luego resuspenderla en 

medio Chu líquido con 100 µM de acetosiringona, se incubó por 4 horas a 21°C y 

220 rpm (activación de genes vir), luego infectar por inmersión en la suspensión 

bacteriana por 10 minutos.  

 

2. Tomar un loop de bacteria crecida en medio YEP sólido y resuspenderla en medio 

AA líquido con 100 µM de acetosiringona, proceder a infectar por inmersión en la 

suspensión 10 minutos. 

 

 

Figura 4-1: Infección de hojas de tomate de árbol común con A. tumefaciens. (A) inmersión 

en la suspensión bacteriana, (B) secado sobre toalla de papel estéril 
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Figura 4-2: Infección con suspensiones bacterianas de A. tumefaciens por inmersión de 

segmentos de hoja y cocultivo en medio con papel filtro, método CIAT. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los explantes de hoja fueron secados sobre papel filtro estéril para eliminar exceso de 

suspensión bacteriana y fueron ubicados en los medios de cocultivo que llevaron papel filtro 

sobre el medio (figura 4-2 y 4-3) y dejados en cocultivo por 4 noches en oscuridad a 24±1°C. 

Pasado este tiempo, los explantes se lavaron vigorosamente y repetidamente con agua 

destilada estéril y el lavado final se realizó con cefotaxima a 250 mg L-1, se dejaron secar 

sobre papel filtro y se pusieron en medio de cultivo con cefotaxima a 250 mg L-1, ya sea en 

medio de regeneración o descanso por 2 semanas sin antibiótico de selección, o 

directamente a medio con selección, con higromicina, y sin incorporar ya papel filtro sobre 

ellos. 

 

Figura 4-3: Montaje de los explantes de hoja de la infección con A. tumefaciens, para 

cocultivo en medio con papel filtro, procedimiento CIAT 
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Tanto para la resuspensión de la bacteria en medio Chu líquido como en medio AA líquido 

(los 2 métodos de infección antes mencionados), se utilizaron los siguientes medios de 

cocultivo, regeneración o descanso y de selección: 

 

1. Nuestro medio: Para cocultivo se utilizó MIB con 100 µM de acetosiringona, luego 2 

semanas en MIB suplementado cómo se indicó en la sección 2.2 y con 250 mg L-1 de 

cefotaxima. Finalmente se pasó a medio de selección, MIB con 5 mg L-1 de higromicina 

y 250 mg L-1 de cefotaxima. 

 

2. Medio CPMAs (CIAT): Para cocultivo con 100 µM de acetosiringona, luego se pasó a 

medio de selección CPMT para inducción de embriogénesis somática con 15 mg L-1 de 

higromicina y 250 mg L-1 de cefotaxima. 

 

3. Medio NBAs (CIAT): Para cocultivo con 100 µM de acetosiringona, luego pasó a medio 

de descanso CCMC con 250 mg L-1 de cefotaxima, por 2 semanas, para inducción de 

embriogénesis somática. Luego a medio CCMC con selección, para inducción de 

embriogénesis somática con 15 mg L-1 de higromicina y 250 mg L-1 de cefotaxima. 

Luego a medio de preregeneración 5 mg L-1 de higromicina y 250 mg L-1 de cefotaxima, 

y finalmente a medio de N6 de regeneración con 5 mg L-1 de higromicina y 250 mg L-1 

de cefotaxima. 

 

Los controles sin infectar, se dejaron bajo las mismas condiciones de cocultivo, 4 noches 

en oscuridad y a 24±1°C, y luego de 15 días fueron transferidos a medio nuevo con 

cefotaxima y sin antibiótico de selección. Los explantes verdes se subcultivaron a los 20 

días. 

 

4.2.3.2 Visualización del gen mgfp en microscopio de fluorescencia 

 

Se escogieron aleatoriamente tres explantes de hoja del medio MIB con higromicina para 

ser visualizadas en un microscopio de fluorescencia Nikon, con el fin de ver si había alguna 

expresión del gen reportero gfp portado por los plásmidos pMDC85, bajo una longitud de 

onda de 450-485 nm, que no es específico para gfp, pero contiene el rango de cubrimiento 

de correspondiente a la luz azul y fluorescencia verde. Para lo que se tomaron hojas 
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infectadas y después del cocultivo, a las cuales se les realizó cortes longitudinales lo más 

delgados posible y se pusieron sobre un portaobjetos con una gota de agua y sobre hielo 

hasta su observación. 

 

4.2.3.3 Infección de semillas de tomate de árbol común 

 

Se llevaron a cabo unos ensayos preliminares para observar el comportamiento de semillas 

transformadas in vitro. Para esto las semillas fueron extraídas de frutos aparentemente 

sanos y desinfectadas en cámara de flujo laminar, a cada semilla se le cortó una parte de 

la testa para estimular la germinación en menor tiempo (escarificación), y luego se procedió 

a infectar por inmersión en las suspensiones bacterianas por 10 minutos con sonicación, 

las semillas fueron secadas sobre toalla de papel o papel filtro estéril y se colocaron en 

medio de cultivo MS sin reguladores de crecimiento y con acetosiringona a 100 µM por 4 

noches, posteriormente se lavaron con cefotaxima a 250 mg L-1, se secaron y se pusieron 

en medio de cultivo MS con cefotaxima 250 mg L-1. Posteriormente se colocaron sobre 

medio de cultivo con el antibiótico de selección higromicina. Previamente se determinó el 

efecto de la concentración de higromicina sobre la germinación y la concentración inhibitoria 

mínima.  

 

Con base al método in planta y dado que la semilla de tomate de árbol común tiene un poco 

más de resistencia a la infección con Agrobacterium, se realizaron tres ensayos utilizando 

las cepas EHA 105 con pMDC85::pcht28, EHA105 vacío (sin gen de interés) y AGL1 con 

pMDC85::pcht28, cada ensayo con 30 semillas para cada tratamiento y el control sin 

infectar, con un total de 120 semillas evaluadas por ensayo. El procedimiento fue el mismo 

que el descrito anteriormente, se extrajeron las semillas del fruto y a estas se les cortó una 

parte pequeña de la testa, luego fueron sumerjidas en suspensión bacteriana por 10 

minutos con sonicación, luego del tiempo de cocultivo las semillas no fueron transferidas a 

medio de cultivo sino que se pasaron a cajas de Petri con papel toalla estéril con agua y 

cefotaxima por 2 semanas para dejar germinar, posteriormente se les siguió adicionando 

agua con cefotaxima e higromicina a 10 mg L-1 a aquellas semillas infectadas, a los 

controles solo cefotaxima. Se registró el número de semillas que germinaron y crecieron 

con el antibiótico de selección, de estas se tomaron las plántulas más grandes para realizar 

extracción de ADN y PCR como se describe en la sección 4.2.3.4, para un total de 31 
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muestras 9 para EHA105 pMDC85::pcht28, 8 para AGL1 pMDC85::pcht28 y 13 para 

EHA105 pMDC85 vacío, y el control sin infectar. 

 

4.2.3.4 Análisis de PCR 

 

A tejidos de tomate de árbol común infectados con Agrobacterium se les realizó PCR, con 

el fin de observar si hubo incorporación de genes foráneos, utilizando los primers 

mencionados anteriormente, o los primers para detectar el gen gfp (diseñado para qPCR) 

Forward gfp: TCCATGCCATGTGTAATCCC y reverse gfp: 

CCATTACCTGTCCACACAATCT. La reacción de PCR se realizó para un volumen de 10 

µl para cada tubo. El programa de amplificación fue: 94°C 3 mins, 30 ciclos: 94°C 30 segs, 

60°C 30 segs y 72°C 40 segs. Extensión final a 72°C 5 mins. Se corroboró la presencia de 

las bandas correspondientes al gen amplificado con tamaño de 120 pb, mediante 

electroforesis de agarosa al 2%, las bandas fueron teñidas con GelRed.  

 

También se utilizaron los primers LC forward y LC reverse para el gen pcht28, y/o los 

primers forward PP y reverse PP para el gen PpGlu, mencionados en la sección 4.2.2. Las 

bandas fueron observadas en gel de agarosa del 1% teñidas con GelRed. 

 

4.2.3.5 Análisis estadístico 

 

Ya que los datos obtenidos fueron más bien de ausencia presencia (0 y 1), tanto a los datos 

de hoja como de semilla se les aplicó la prueba de chi cuadrado de Pearson mediante el 

paquete estadístico R. 

 

4.3 Resultados 

 

4.3.1 Clonación y transformación de A. tumefaciens con los genes 

pcht28 y PpGlu 

 

Luego de las transformaciones de E. coli DB3.1 y A. tumefaciens con el plásmido pMDC85 

conteniendo el gen de quitinasa (pcht28) o glucanasa (PpGlu), se llevaron a cabo 
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extracciones de ADN plasmídico y se verificó su concentración y calidad mediante nanodrop 

y electroforesis de agarosa, encontrándose el ADN adecuado para llevar a cabo PCR, con 

la cual se pudo detectar el gen de quitinasa o glucanasa, con bandas de ~762 pb y ~1047 

pb, respectivamente (figuras 4-4 y tabla 4-1), e indicando que las bacterias fueron 

transformadas. 

 

Figura 4-4: PCR para detección de los genes que codifican para (A) quitinasa (pcht28) y 

(B) glucanasa (PpGlu). M: marcador de peso 100 pb (Thermo Scientific GeneRuler), C+: 

control positivo, plásmido con gen de GenScript como molde, C-: control negativo (sin 

molde) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 4-1: Datos nanodrop Thermo 2000, cuantificación extracciones de ADN de plásmido 

 

 

M 

------quitinasa------ 

C+ C- M M C+ C- 

----------glucanasa---------- 

A B 
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4.3.2 Ensayos preliminares de expresión de los genes pcht28 y PpGlu 

en hojas de tomate de árbol común in vitro 

 

Así como se evaluó la concentración mínima inhibitoria de higromicina para explantes de 

hoja en la sección 2.3.1, esto se realizó también para semillas. Para estas, no se apreció 

germinación a concentraciones mayores de 5 mg L-1, a esta concentración germinaron el 

8,3% de las semillas. Los explantes en las diferentes concentraciones de higromicina 

presentaron algún porcentaje de fenolización, entre rangos del 25% (a una concentración 

de 5 mg L-1) al 41% (a 40 mg L-1) (figura 4-5). Se estableció como concentración mínima de 

higromicina 10 mg L-1 para los ensayos con semillas. 

 

Figura 4-5: Evaluación de la concentración mínima inhibitoria de higromicina en semillas 

de tomate de árbol común 

 

 

 

Para las transformaciones con el plásmido pMDC85::pcht28 o pMDC85::PpGlu, se 

utilizaron las cepas EHA105 y AGL1 (figura 4-6). 

 

Figura 4-6: Explantes de hojas de tomate de árbol común infectadas con A. tumefaciens 

(A) AGL1+ pMDC85::pch28 y (B) EHA105 + pMDC85:: pch28, tejido con bacteria. OD 0,03-

0,06, 100 µM de acetosiringona, 4 noches de cocultivo y 5 mg L-1 de higromicina. (C) Control 

sin transformar con brotes a los 2 meses 
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(continuación figura 4-6) 

 

 

Después del proceso de infección se observó que los explantes de hoja se afectaban con 

la manipulación y la inmersión en la suspensión bacteriana. La alta incidencia de la bacteria 

se encontró para todos los tratamientos (EHA105::pcht28, EHA105::PpGlu, AGL1:: pcht28 

y AGL1::PpGlu), sin embargo, los tratamientos AGL1 casi siempre presentaron el mayor 

número de explantes con la bacteria con un 46-80% de los explantes evaluados con 

ocurrencia de la bacteria en el tejido. Para la cepa EHA105 el porcentaje osciló entre 21 y 

62%.  

 

Mientras que el mayor número de explantes muertos o marchitos en medio de selección se 

observó para los tratamientos EHA105 con un porcentaje entre un 37 y 71% (figuras 4-7 a 

4-10. Dado la alta incidencia de la bacteria, para los siguientes ensayos se decidió reducir 

la OD de 0,5 hasta valores aproximados a 0,03-0,06. Así como la concentración del 

antibiótico de selección higromicina de 40 mg L-1 a 10 y 5 mg L-1. Los análisis de chi 

cuadrado permitieron inferir una asociación o dependencia altamente significativa (p< 

0,0001) entre los tratamientos (cepa con el plásmido) y la presencia de bacterias y de 

explantes marchitos (figuras 4-7 a 4-10). 

 

 

 

 

 

 

 

A B C 
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Figura 4-7: Respuesta de los explantes de hojas de TAC en MIB con higromicina, después 

de la infección con las cepas de A. tumefaciens EHA105 y AGL1 con el plásmido pMDC85, 

con quitinasa (pcht28) o glucanasa (PpGlu). 80 explantes por tratamiento, acetosiringona 

100 µM, cocultivo 4 noches, OD 0,5, higromicina 40 mg L-1 

 

 

 

Figura 4-8: Respuesta de los explantes de hojas de TAC en MIB con higromicina, después 

de la infección con las cepas de A. tumefaciens EHA105 y AGL1 con el plásmido pMDC85, 

con quitinasa (pcht28) o glucanasa (PpGlu). 80 explantes por tratamiento, acetosiringona 

100 µM, cocultivo 4 noches, OD 0,5, higromicina 10 mg L-1 
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Figura 4-9: Respuesta de los explantes de hojas de TAC en MIB con higromicina, después 

de la infección con las cepas de A. tumefaciens EHA105 y AGL1 con el plásmido pMDC85, 

con quitinasa (pcht28) o glucanasa.(PpGlu) 60 explantes por tratamiento, acetosiringona 

100 µM, cocultivo 4 noches, OD 0,03-0,06, higromicina 10 mg L-1 

 

 

 

Figura 4-10: Respuesta de los explantes de hojas de TAC en MIB con higromicina, después 

de la infección con las cepas de A. tumefaciens EHA105 y AGL1 con el plásmido pMDC85, 

con quitinasa (pcht28) o glucanasa (PpGlu). 12 explantes por tratamiento, acetosiringona 

100 µM, cocultivo 4 noches, OD 0,03-0,06, higromicina 5 mg L-1 

 

 

Solo se logró observar brotes en hojas transformadas cuando estas se pasaron a MIB con 

el antibiótico cefotaxima y se dejaron por 2 meses, sin embargo, al ser transferidas a medio 

de selección con higromicina, los tejidos que mostraron alguna respuesta comenzaron a 

marchitarse y murieron. El porcentaje de formación de brotes en tejidos infectados fue bajo 

en medio sin selección, pero el mayor porcentaje se vio para AGL1+ pMDC85::pcht28 con 
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un 13%. Los controles también presentaron marchitamiento y presencia de bacteria, pero 

generaron brotes con un porcentaje de hasta 66% (figuras 4-12, anexo H3). No se logró 

obtener plántulas transformadas a partir de hoja, aunque hubo alguna regeneración de 

brotes, estos no sobrevivieron en medio de selección y la mayoría de los explantes murieron 

por sobrecimiento de la bacteria (figura 4-12, anexo H3). 

 

 

Figura 4-11: Explantes de hoja de TAC infectados con Agrobacterium en MIB sin antibiótico 

de selección, utilizando una OD de 0,03-0,06, 100 µM de acetosirongona y 4 noches de 

cocultivo. (A) EHA105 + pMDC85::PpGlu, (B) EHA105 + pMDC85::pcht28, (C) AGL1 + 

pMDC85::pcht28, (D) AGL1 + pMDC85::PpGlu 

(continuación figura 4-11) 

 

 

Figura 4-12: Explantes de hojas de TAC infectados con A. tumefaciens, transferidas a 

medio de selección después de 2 meses en MIB.OD de 0,03-0,06, 100 µM de 

acetosirongona y 4 noches de cocultivo. (A) EHA105 + pMDC85::pcht28, (B) EHA105 + 

pMDC85::PpGlu, (C) AGL1 + pMDC85::pcht28 

 

 

 

 

 

 

 

En los ensayos preliminares llevados a cabo en la unidad de transformación genética del 

CIAT se utilizó la cepa EHA105 + pMDC85::pcht28, y EHA105 + pCambia 1305.2 como 

A B C D 

A C B 
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control reportero del proceso de transformación. De los dos métodos de infección utilizados, 

en el que se utilizó el medio de cultivo AA líquido se observaron más puntos gus positivos, 

en comparación con el método en el que se incubaron las bacterias hora y media en medio 

de cultivo Chu líquido. Los tejidos de hoja en los medios MS y CPMA, fueron los primeros 

en ser descartados, principalmente por marchitamiento del tejido, pero también por 

presencia de la bacteria en los explantes. Los tejidos en medio NBA fueron los que más 

duraron y donde se observó formación de callo, con zonas verdes, ya fuera que provinieran 

del método de infección en medio AA o Chu (figura 4-13 y 4-14). Sin embargo, los callos no 

se desarrollaron en brotes y plántulas, y con el pasar del tiempo la mayoría de los explantes 

fueron descartados por presencia de la bacteria, quedando solo explantes de los controles 

(figura 4-14). 

 

Figura 4-13: Respuesta ensayo preliminar de transformación de segmentos de hojas de 

tomate de árbol común en el CIAT, utilizando EHA105 + pMDC85::pcht28, OD de ~0,7, 100 

µM de acetosiringona, 4 noches de cocultivo a 24°C, medio de selección con 5 mg L-1 de 

higromicina 
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Figura 4-14: Respuesta del proceso de transformación de hojas de tomate de árbol común 

en el CIAT.(A) Tejidos sobrevivientes sin bacteria. (B) Control en medio de regeneración-

NBA, método de infección en AA. (C) Respuesta en hoja en medio regeneración-NBA 

infectada con EHA105 + pMDC85::pcht28 

 

 

En un segundo ensayo de transformación usando el método 2, en el que se resuspendió la 

bacteria en medio AA líquido con 100 µM de acetosiringona, se apreció gran cantidad de 

explantes con las hojas café con tendencia a marchitamiento, aunque se observó la 

formación de callo en algunos tratamientos y algunos tejidos controles. Al momento de 

cambiar a medio de cultivo de selección a medio de cultivo de pre-regeneración, los 

explantes se tornaron más café y los controles que se apreciaban más verdes comenzaron 

a formar callo fibroso (figura 4-15). También se apreció incidencia de la bacteria por lo que 

se descartaron varios explantes de hoja. 

 

Los montajes realizados para visualizar el gen reportero gfp mediante microscopio de 

fluorescencia, en universidad Nacional de Colombia, sede Medellín no se visualizaron de 

de manera clara a pesar de que el rango de cubrimiento de este fue de aproximadamente 

de 455-485 nm, no se encontró un tejido que pudiese ser positivo con certeza con respecto 

a los controles, y se observó pequeños puntos de fluorescencia tenue correspondientes a 

los cloroplastos. Mientras que en el microscopio de fluorescencia Nikon en el CIAT se logró 

visualizar fluorescencia en los explantes de hojas de tomate de árbol común y de tabaco 

visualizados en placas, donde se observó un verde más intenso en hojas infectadas con 

respecto al control, ambos bajo fluorescencia (figura 4-16). 

 

 

A C B 
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Figura 4-15: Respuesta del proceso de transformación de hojas de TAC en el CIAT. (A) 

Control sin transformar en medio de selección con 5 mg L-1 de higromicina. (B) Control sin 

transformar en medio de pre-regeneración con 5 mg L-1. (C) Hoja infectada con EHA105 + 

pMDC85::pcht28 en medio de selección con 5 mg L-1 de higromicina. (D) Hoja infectada con 

EHA105 + pMDC85::pcht28 en medio de pre-regeneración con 5 mg L-1 de higromicina. (E) 

Hoja infectada con EHA105 + pMDC85::pcht28 en medio de selección con 5 mg L-1 de 

higromicina. (F) Hoja infectada con EHA105 + pMDC85::pcht28 en medio de pre-

regeneración con 5 mg L-1 de higromicina. (G) Hoja infectada con EHA105 + pCambia 

1305.2 en medio de selección con 5 mg L-1 de higromicina. (H) Hoja infectada con EHA105 

+ pCambia 1305.2 en medio de pre-regeneración con 5 mg L-1 de higromicina 

 

 

A C B D 

G F E H 
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Figura 4-16: Visualización del gen reportero gfp en tejido de hoja infectado con EHA105 + 

PMDC85::pcht28.(A) Tejido hoja tomate de árbol común bajo fluorescencia, (B) tejido hoja 

tomate de árbol común bajo luz blanca, (C) control (-), tejido de hoja de tomate de árbol sin 

transformar bajo fluorescencia. (D) tejido de hoja de tabaco bajo florescencia, (E) tejido de 

hoja de tabaco bajo luz blanca, (F) control (-) tejido de hoja de tabaco sin transformar 

 

 

4.3.3 Ensayos preliminares de expresión de los genes pcht28 y PpGlu 

en semillas de tomate de árbol común 

 

Para los ensayos de semillas, aunque se observó germinación, también hubo alto 

porcentaje de presencia de la bacteria después de la infección de las semillas. Los controles 

presentaron el porcentaje de germinación más alto con un 80 al 86,6%, de las semillas 

germinadas un 66 a 92% crecieron en medio de germinación y luego fueron transferidas a 

medio de crecimiento y desarrollo MCD (figura 4-17). En algunos casos se observó 

fenolización de las semillas infectadas. De igual forma como para explantes de hoja, la OD 

se ajustó hasta 0,03-0,06 y las concentraciones de higromicina en el medio de selección a 

10 mg L-1. 

 

 

A C B 

D E F 
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Figura 4-17: Semillas de TAC infectadas con A. tumefaciens, utilizando una OD de 0,03-

0,06, 100 µM de acetosiringona, cocultivo 4 noches, medio de selección con 10 mg L-1 de 

higromicina. (A) con EHA105 + pMDC85::quitinasa, (B) con AGL1 + pMDC85::quitinasa, (C) 

semillas control en medio de germinación, (D) Plántula de TAC crecida en medio de 

selección con 10 mg L-1 de higromicina, a partir de semilla infectada con EHA105 + 

pMDC85::quitinasa 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

La prueba de chi cuadrado de Pearson mostró para los ensayos de semillas, que existe una 

asociación estadísticamente significativa entre las cepas utilizadas y la presencia de 

bacterias y la germinación, con un valor p < 0,0001. Se observó un porcentaje de bacterias 

para la cepa EHA105 que osciló entre 51,7 y 66,7% y el porcentaje de germinación entre el 

50 y el 89%, mientras que para AGL1 el porcentaje de bacterias fue de 48,3 y 87,5% y de 

germinación del 50 al 86,6%. Los controles no presentaron bacteria (figuras 4-18 y 4-19, 

anexo H). 

 

 

Figura 4-18: Respuesta de las semillas de TAC en MIB con higromicina, después de la 

infección con las cepas de A. tumefaciens EHA105 y AGL1 con el plásmido pMDC85, con 

quitinasa (pcht28) o glucanasa (PpGlu). 60 semillas por tratamiento, acetosiringona 100 

µM, cocultivo 4 noches, OD 0,5, higromicina 10 mg L-1 

 

 

 

 

 

A C B D 
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(continuación figura 4-18) 

 

 

Figura 4-19: Respuesta de las semillas de TAC en MIB con higromicina, después de la 

infección con las cepas de A. tumefaciens EHA105 y AGL1 con el plásmido pMDC85, con 

quitinasa o glucanasa. 12 semillas por tratamiento, acetosiringona 100 µM, cocultivo 4 

noches, OD 0,03-0,06, higromicina 10 mg L-1 

 

 

 

De todos los ensayos para semilla, siete semillas germinaron y crecieron en medio de 

selección con 10 mg L-1 de higromicina, de estas se colectaron tres muestras para plántulas 

infectadas con EHA105+pmdc85::quitinasa, dos para plántulas infectadas con 

AGL1+pmdc85::quitinasa, una para plántulas infectadas con EHA105+pmdc85::glucanasa 
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y una para AGL1+pmdc85::glucanasa. A estas muestras se les realizó PCR con el fin de 

observar presencia de banda del gen pcht28 o PpGlu, solo se logró ver una banda tenue 

en la muestra correspondiente a EHA+pmdc85::glucanasa y los controles positivos (figura 

4-20). 

 

Figura 4-20: PCR para plántulas de semillas infectadas germinadas en medio de selección. 

TAC C-: ADN de TAC sin infectar, EQ: EHA105+pMDC85::pcht28. AQ: 

AGL1+pMDC85::pcht28. EG: EHA105+pMDC85::PpGlu. AG: AGL1+pMDC85::PpGlu. C+: 

plásmido con gen pcht28 o PpGlu, C-= control sin molde. Callo= muestra de callo de hoja 

infectada con EHA105+pMDC85::pcht28. Marcador de 100 pb (Thermo Scientific 

GeneRuler). Gel de agarosa al 1%, tinción con GelRed. 

 

 

 

 

Basado en el método in planta, de los ensayos de semillas infectadas y germinadas sobre 

toalla de papel estéril se obtuvo un porcentaje de germinación en medio de cultivo con 

higromicina a 10 mg L-1 para EHA105+pMDC85::pcht28 del 22,2%, para 

AGL1+pMDC85::pcht28 del 12,2% y para EHA105+pMDC85 vacío del 32,2%. Para los 

controles sin infectar la germinación fue del 73,3%. La prueba de chi cuadrado de Pearson 

permitió infierir que hay asociación entre los tratamientos evaluados (cepa+constructo) y el 

porcentaje de germinación, con un p= 2x10-16 (figuras 4-21 y 4-22).  
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Figura 4-21: Semillas infectadas con A. tumefaciens, basado en método in planta. (A) 

Semillas infectadas con EHA105+pMDC85::pcht28. (B) Semillas infectadas con 

AGL1+pMDC85::pcht28. (C) Transferencia de plántulas germinadas a frascos, control sin 

infectar 

 

 

 

Figura 4-22: Porcentaje de germinación para semillas infectadas con A. tumefaciens 

basado en el método in planta 

 

 

De las semillas germinadas, se tomaron las plántulas más grandes para extracción de ADN 

y PCR. Nueve plántulas de EHA105+pMDC85::pcht28, ocho de AGL1+pMDC85::pcht28 y 

trece de EHA105+pMDC85 vacío, de las cuales se observó amplificación para la mayoría 

de las extracciones de plántulas de semillas infectadas con EHA105+pMDC85::pcht28 y 
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ɉ2 (3) = 94,912, p = 2x 10-16, n= 360 
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AGL1+pMDC85::pcht28, aunque algunas con unas bandas, muy tenues, y ninguna para 

EHA105+pMDC85 vacío, con los primers para el gen reportero mgfp6 (figura 4-23). 

Mientras que para el gen pcht28 se observaron 3 bandas para EHA105+pMDC85::pcht28 

y 7 para AGL1+pMDC85::pcht28 (figura 4-24). 

 

Figura 4-23: PCR para plántulas de semillas infectadas con A. tumefaciens con higromicina 

10 mg L-1, basado en el método in planta, para detectar el gen mgfp6. EQ: EHA105 + 

pMDC85::pcht28. AQ: AGL1 + pMDC85::pcht28. E+pmd85: EHA105+ pMDC85 vacío. C+: 

control positivo, plásmido con gen pcht28. CST: Control sin infectar. C-: control negativo, 

sin molde. Marcador de 100 pb (Thermo Scientific GeneRuler). Gel de agarosa al 2%, 

tinción con GelRed. 

 

 

 

 

Figura 4-24: PCR para plántulas infectadas con A. tumefaciens y germinadas con 

higromicina 10 mg L-1, basado en el método in planta, para detectar el gen pcht28. EQ: 

EHA105 + pMDC85::pcht28. AQ: AGL1 + pMDC85::pcht28. C+: control positivo, plásmido 

con gen pcht28. CST: Control sin infectar. C-: control negativo, sin molde. Marcador de 100 

pb (Thermo Scientific GeneRuler). Gel de agarosa al 1%, tinción con GelRed. 
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(continuación figura 4-24) 

 

 

 

4.4 Discusión 

 

Pese a los diversos ensayos llevados a cabo de transformación genética, en la búsqueda 

de una transformación estable, utilizando segmentos de hoja de tomate de árbol común in 

vitro, se evidenció sobrecrecimiento de la bacteria A. tumefaciens sobre el tejido infectado, 

y una alta recalcitrancia a la regeneración in vitro después del proceso de infección. Motivo 

por el cual se redujo la OD de las bacterias a 0,03 ï 0,06 para la infección de los tejidos. Se 

ha visto que la densidad bacteriana durante el proceso de infección puede afectar la 

eficiencia de transformación; un cultivo demasiado diluido puede dar como resultado una 

proporción baja de bacterias/células diana, lo que reduce las frecuencias de transformación, 

mientras que los cultivos bacterianos concentrados pueden provocar un crecimiento 

excesivo de bacterias y causar daño tisular excesivo (Mondal et al., 2001, Norkunas et al., 

2018). De las cepas de Agrobacterium probadas, la cepa hipervirulenta AGL1 y la 

supervirulenta EHA105 pueden producir mayor actividad de los genes reporteros, 

sugiriendo que tienen una disposición más agresiva para la infección o un mecanismo de 

transferencia de ADN-T más efectivo en comparación con otras cepas. Sin embargo, 
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pueden ser difíciles de eliminar del tejido infectado, requiriendo concentraciones de 

cefotaxima de 400 mg L-1 o superiores (Terakami et al., 2007), aunque hay trabajos que 

reportan concentraciones de 200 o 250 mg L-1 suficientes para eliminar Agrobacterium 

(Kaur et al., 2020), lo que sería lo estándar. En este trabajo se utilizó concentraciones de 

cefotaxima de 250 mg L-1, las cuales no fueron suficientes para eliminar la bacteria de hojas 

o semillas de TAC in vitro, y aun ensayando concentraciones de hasta 550 mg L-1 (datos no 

mostrados), no se logró eliminar la bacteria, sino que una vez en medio de cultivo con el 

antibiótico de selección higromicina se observó un aumento en el crecimiento bacteriano 

(figuras 4-8 a 4-11, 4-21 y 4-22). 

 

En los ensayos de transformación se observó una alta tasa de muerte en el tejido de hoja 

in vitro (figuras 4-8 a 4-11), como efecto de la infección con Agrobacterium y el 

sobrecrecimiento. La muerte celular se observa en cultivos de muchas células vegetales 

después de la exposición a A. tumefaciens, ya que desencadena la expresión de muchos 

genes en la célula huésped, incluidos los componentes de la maquinaria de defensa de las 

plantas (Veena et al., 2003). La modificación de los parámetros de transformación puede 

aumentar la probabilidad de transformar de manera estable algunos tipos de células 

recalcitrantes; sin embargo, la muerte celular después de la infección por A. tumefaciens 

sigue siendo una limitación significativa (Gelvin, 2003, Khanna et al., 2007). La infección a 

menudo genera un estallido oxidativo y la inducción de genes relacionados con la 

patogénesis (Norkunas et al., 2018), lo que produce el oscurecimiento y la necrosis de los 

tejidos después de la exposición a A. tumefaciens. Esto ha sido reportado en muchas 

plantas monocotiledóneas y dicotiledóneas, incluida la uva (Perl et al., 1996), el sorgo (Gao 

et al., 2005), el tomate, el pimiento y la lechuga (Van der Hoorn et al., 2000; Wroblewski et 

al., 2005, Khanna et al., 2007). 

 

El tomate de árbol común no es una especie recalcitrante a la regeneración in vitro, ya que 

puede producir plantas de novo ya sea vía organogénesis, como se aprecia en el capítulo 

1 del presente trabajo, o embriogénesis como ha sido ampliamente reportado (Correia & 

Canhoto, 2011). Sin embargo, sí se ha encontrado recalcitrancia al proceso de 

transformación genética in vitro mediante A. tumefaciens debido al desencadenamiento de 

muerte del tejido, como se mencionó anteriormente, al sobrecrecimiento y a la muy baja 

regeneración luego de la infección con la bacteria, pese a que mediante los genes 
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reporteros se evidencia que ocurre transferencia del ADN-T de la bacteria a la planta. La 

muy lenta y baja regeneración en segmentos de hoja de tomate de árbol después de la 

infección con Agrobacterium, ya ha sido reportado por Atkinson y Garner (1993), quienes 

fueron los primeros en publicar ensayos de transformación transitoria y estable en tomate 

de árbol, variedad tamarillo (roja). Los autores indicaron, que fue difícil optimizar el proceso 

de transformación para tamarillo, ya que no fue siempre reproducible. Es sabido que el 

genotipo del organismo receptor juega un papel importante en procesos de transformación 

(Michielse et al. 2005, Riedel et al., 2009), por lo que se piensa que la resistencia a la 

infección con Agrobacterium del tomate de árbol y la lenta o nula regeneración in vitro 

posterormente, puede ser por su característica rustica. Y como se mencionó anteriormente, 

es de considerar que Agrobacterium al ser un patógeno, puede desencadenar el 

mecanismo de defensa en la planta y/o tejido de TAC que lleva a la muerte de los tejidos.  

 

Para el caso de especies vegetales que presentan recalcitrancia en la regeneración o el 

proceso de transformación genética, una alternativa como el método in planta resulta muy 

atractiva, especialmente para especies de ciclo corto, y se ha utilizado con éxito en una 

variedad de especies, a partir de semillas, como es el caso de berenjena (Subramanyam et 

al., 2013) y algodón (Keshamma et al., 2008). Este método permite prácticamente eliminar 

la parte de cultivo de tejidos in vitro (Kaur & Devi, 2019), por lo cual se ensayó en semillas 

de tomate de árbol común, sin el uso de medio de cultivo, ya que este facilita el crecimiento 

de A. tumefaciens, sino que alternativamente se utilizó papel toalla estéril en cajas de petri. 

Aunque la tasa de germinación no fue muy alta en las semillas infectadas, del 12 al 22% 

(figura 4-25), la mayoría de las plántulas sacrificadas y analizadas mediante PCR mostraron 

una banda ya fuera para el gen reportero mgfp6 o para el gen pcht28 (quitinasa), 

evidenciando la incorporación del constructo o transgen en las semillas infectadas con las 

cepas EHA105 o AGL1 de A. tumefaciens, y con el plásmido pMDC85::pcht28 (figuras 4-

26 y 4-27). Una limitante del método in planta para especies que tienen un ciclo largo de 

producción, año y medio o más, es que las plantas T0 generalmente son quiméricas, y solo 

se podrá ver una integración estable de un gen de interés a partir de la generación T1 

(Keshamma et al., 2008). 

 

A nivel de genes reporteros, el gen gfp ha sido uno de los más llamativos debido a que el 

material que lo expresa se visualiza como una fluorescencia verde si hay una 
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transformación transitoria o estable con el trasgen, sin requerir el sacrificio del material y si 

se cuenta con el equipo adecuado como un espectrofotómetro de fluorescencia específico 

para gfp, en contraste y como alternativa al gen reportero gus (Zhou et al., 2005). Ya es 

conocido que la expresión transitoria o estable de genes, como los reporteros, podría verse 

afectada a diversos factores como la especie, la posición de la hoja y la edad de la planta 

(Sheludko et al., 2007) y el genotipo del organismo receptor (Michielse et al. 2005, Riedel 

et al., 2009). 

 

Por otro lado, ha sido descrito que la clorofila presente en las hojas puede inhibir la 

expresión de la fluorescencia del gen gfp, como en el caso de medicago y arroz (Zhou et 

al., 2005). Zho y colaboradores encontraron que la clorofila b tiene un fuerte efecto negativo 

sobre la fluorescencia de gfp, mientras que la clorofila a, provocó un efecto más leve. Las 

clorofilas, especialmente la b, absorben a la longitud de onda de excitación (488 nm) de 

gfp, esto las convierte en competidores de gfp por la luz de excitación. Por lo cual, es posible 

a veces confundir puntos de fluorescencia proveniente de los cloroplastos con una 

expresión real del gen. Aunque no se pudo realizar el seguimiento de gfp de manera 

rigurosa o que fuera estadísticamente analizable, al no disponer del equipo adecuado para 

esto, se logró en este trabajo ver en algunos tejidos de hoja infectadas con Agrobacterium 

in vitro, fluorescencia predominantemente verde en contraste con un control no infectado, 

mostrando posiblemente la transferencia de ADN-T en segmentos de hojas de tomate de 

árbol común, aunque no se obtuvieron plántulas regeneradas completas. 

 

 

4.5 Conclusiones 

 

La concentración minima inhibitoria del antibiótico de selección higromicina para semillas 

de tomate de árbol común fue de 10 mg L-1. Estas mostraron fenolización en todas las 

concentraciones de higromicina, entre mayor fue esta mayor la fenolización, con hasta un 

41% para concentraciones de 40 mg L-1. 

 

No se obtuvieron plántulas de tomate de árbol común transformadas in vitro, ya que los 

tejidos de hoja presentaron un alto porcentaje de sobrecrecimiento bacteriano después de 

la infección in vitro con A. tumefaciens, entre 46-80% para la cepa AGL1 y 21-62% para la 
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cepa EHA105, este sobrecrecimiento lleva a la muerte del tejido. Además, la tasa de 

regeneración de hojas in vitro de TAC cae drásticamente después de la infección con 

Agrobacterium y una vez los explantes son transferidos a medio con el antibiótico de 

selección.  

 

Las semillas de TAC tienen una mejor resistencia a la infección in vitro con Agrobacterium, 

en comparación con explantes de hoja, ya que, aunque presentan sobrecrecimiento de la 

bacteria, esta puede germinar, pero a una menor tasa. Por lo cual, estas fueron utilizadas 

para probar el método in planta.  

 

En los ensayos preliminares usando el método in planta con semillas de tomate de árbol 

común se obtuvo obtuvo un porcentaje de germinación en medio de cultivo con higromicina 

a 10 mg L-1 para EHA105+pMDC85::pcht28 del 22,2%, para AGL1+pMDC85::pcht28 del 

12,2% y para EHA105+pMDC85 vacío del 32,2%. La germinación para los controles sin 

infectar fue del 73,3%. De las plántulas transformadas con EHA105 o AGL1 a las que se 

les realizó extracción de ADN y verificación mediante PCR, se observaron bandas del 

tamaño esperado. 

 

El método in planta puede resultar en un método alternativo al proceso de transformación 

genética in vitro en tomate de árbol común, que aunque el proceso de infección es similar, 

no utiliza medio de cultivo semisolido que favorece el crecimiento bacteriano, sino que 

utiliza sustratos para crecer en semillero, en este caso se evaluó una etapa temprana en 

toalla papel estéril donde se suministraba agua, sales basales diluidas y antibióticos. Con 

este método se reducen los inconvenientes que pueden presentarse con la fase in vitro 

después de la infección con A. tumefaciens, como se ha encontrado para TAC con el 

método tradicional.  
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5. Conclusiones y recomendaciones 
 

5.1 Conclusiones generales 

 

El tomate de árbol común tiene una buena tasa de regeneración in vitro, como se obtuvo 

en este trabajo mediante organogenesis directa a partir de tejidos de hoja. Las semillas y 

explantes de peciolo también pueden ser útil para la obtención de brotes múltiples, aunque 

en menor tasa que para segmentos de hoja. 

 

La expresión transitoria del gen gusPlus permitió evidenciar la transferencia de ADN-T de 

Agrobacterium tumefaciens en segmentos de hoja de tomate de árbol común, sin embargo, 

no se obtuvo plántulas in vitro a partir de tejidos infectados con la bacteria, siguiendo el 

método de transformación genética in vitro tradicional. 

 

La agroinfiltración de tejidos de tomate de árbol común es una interesante alternativa para 

probar genes en esta planta, en un tiempo más reducido que por los métodos de 

transformación genética tradicionales y evitando los problemas que se presentan con 

Agrobacterium en la fase in vitro. Considerando que ocurre transferencia de ADN-T de la 

bacteria al tomate de árbol común, comprobada por la expresión del gen reportero gusPlus 

tanto in vitro como en planta.  

 

La metodología de transformación genética in planta utilizando semillas, es sumamente 

atractiva para tomate de árbol común, debido a su recalcitrancia a los procesos de 

transformación in vitro y a la baja regeneración después de la infección, esta metodología 

no requiere del cultivo de tejidos in vitro, ya que el medio de cultivo favorece el crecimiento 

de la bacteria. El tomate de árbol común tiene buena tasa de germinación y se encontró 

mediante PCR que, hay transferencia de ADN-T, siendo buen candidato para el uso de 

esta tecnología. 
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Este trabajo es un punto de partida para la realización de otros estudios con mayor 

profundidad, con especial enfoque en procesos de expresión transitoria mediante 

agroinfiltración de hojas y transformación in planta utilizando semillas. 

 

 

5.2 Recomendaciones 

 

Para procesos de transformación de tomate de árbol común in vitro, se podría usar otros 

explantes como peciolo y semillas, evaluados en el capítulo 1, para inducir brotes, posterior 

a la infección con Agrobacterium, determinando el sobrecrecimiento de la bacteria sobre 

estos tejidos (aunque ya se observó en semillas).  

 

Se recomienda realizar la evaluación de expresión de genes, y en el caso del gen reportero 

gfp por un rango de días mayor, mediante fluoroscopia y/o qPCR, con el fin de determinar 

mejor el tiempo en el que ocurre la máxima expresión en tomate de árbol común. 

 

Debido al alto sobrecrecimiento de la bacteria, que causa la muerte del tejido, y dado que 

el medio de cultivo favorece el crecimiento Se sugiere como alternativa a la trasformación 

genética in vitro en tomate de árbol común, llevar a cabo transformación in planta utilizando 

semillas. 

 

Para el proceso de transformación genética in vitro de tomate de árbol común se podría 

evaluar el uso de aditivos como PVP, ácido ascórbico, tiosulfato de sodio, glutatión y 

tocoferol, con el fin de reducir la necrosis producida por el estrés oxidativo que puede 

ocurrir después de la infección con Agrobacterium y posterior activación del mecanismo de 

defensa, y así determinar si esto podría ayudar a mejorar el proceso de transformación in 

vitro de esta especie. 

 

Adicionalmente, se podría evaluar algún supresor del silenciamiento génico, como el p19, 

para combatir el silenciamiento postrascripcional, que podría tener algún efecto en la 

expresión de genes en tomate de árbol común, como en el gen reportero gfp. Ya sea 

mediante agroinfiltración o transformación transitoria de tejidos in vitro. 
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A. Anexo A: Análisis estadístico 

organogénesis de TAC 

A1: Análisis estadístico brotes múltiples en explantes de hoja: 

 

        Shapiro - Wilk normality test  

 

data:  resid(anavahoja)  

W = 0.9751, p - value = 0.3434  

 

 

sµMmary(anavahoja)  

              Df S µM Sq Mean Sq F value   Pr(>F)     

Tratamiento  12 1375.7  114.64    8.44 1.48e - 07 ***  

Residuals   39  529.8   13.58                      

---  

Signif. codes:  0 ó***ô 0.001 ó**ô 0.01 ó*ô 0.05 ó.ô 0.1 ó ô 1 

 

 

> TukeyHSD(modelo1)  

  Tukey multiple comparisons of means,     95% family - wise confidence level  
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A2: Análisis estadístico 

brotes múltiples 

semilla: 

 

        Shapiro - Wilk normality test  

 

data:  resid(anavasemilla)  

W = 0.94993, p - value = 0.0754  

 

 

sµMmary(anavasemilla)  

            Df S µM Sq Mean Sq F value   Pr(>F)     

Tratamiento  4 102.71  25.678   10.07 1.57e - 05 ***  

Residuals   35  89.28   2.551                      

---  

Signif. codes:  0 ó***ô 0.001 ó**ô 0.01 ó*ô 0.05 ó.ô 0.1 ó ô 1 

 

 

 

A3: Análisis estadístico brotes en explantes de peciolo: 
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        Kruskal - Wallis rank s µM test  

 

data:  Brotes by Tratamiento  

Kruskal - Wallis chi - squared = 38.078, df = 9, p - value = 1.688e - 05  
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B. Anexo B: Medios de cultivo y 

soluciones 

Medio YEP para 1 L 

 

- 10 g de peptona 

- 10 g de extracto de levadura 

- 5 g de NaCl 

- Para medio sólido agregar 6,5 g de agar (Sigma).  

No es necesario ajustar pH 

 

 

Medio LB para 1 L 

 

- 10 g de triptona 

- 5 g de extracto de levadura  

- 5 g de NaCl 

-Para medio sólido agregar 6,5 g de agar (Sigma).  

No es necesario ajustar pH. 

 

 

Medio YEB para 1 L 

 

- 5 g de triptona 

- 1 g de extracto de levadura  
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-  5 g de caldo nutritivo 

- 5 g de sacarosa 

-  0,49 g de MgSO4·7H2O 

- Para medio sólido agregar 6,5 g de agar (Sigma).  

No es necesario ajustar pH pero se puede verificar que esté a 7,2. 

 

 

Medio AA para resuspensión bacteriana - infección con Agrobacterium para 1 L 

 

- 50 ml de sales mayores AA a 20x 

- 10 ml de FeEDTA a 100x 

- 10 ml de sales menores B5 a 100x 

- 100 ml de aminoácidos AA pH8 a 10x 

- 20 g de sacarosa 

- 10 g de glucosa 

- 0,5 g de aminoácidos assay vitaminas 

- Acetosiringona 100 µM 

Ajustar a pH 5,2 y filtrar 

 

 

Medio AB para resuspensión bacteriana, activación genes vir e infección con 

Agrobacterium para 1 L 

 

- AB buffer 20x: 60 g L-1 de K2HPO4, 20 g L-1 de NaH2PO4 

- Sales AB 20x pH 7: 20 g L-1 de NH4Cl, 6 g de MgSO4·7H2O, 3 g de KCl, 0,26 g de 

CaCl·2H2O, 50 mg de FeSO4·7H2O 

- 50 ml de buffer AB 20x 

- 50 ml de sales AB 20x 

- 5 g de glucosa 

- MES 62,5 mM 

pH 5,2 
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C. Anexo C: Graficas y análisis 

estadístico ensayos con pCambia 

1305.2 

Porcentaje de bacterias en explantes de hoja después de la infección con EHA105 + 

pCambia 1305.2, ensayo preliminar CIAT 

 

 

Porcentaje de explantes de hoja marchitos después de la infección con EHA105 + pCambia 

1305.2, ensayo preliminar CIAT 
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Porcentaje de explantes de hoja con respuesta de callo, después de la infección con 

EHA105 + pCambia 1305.2 
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D. Anexo D: Infiltración de hojas y 

corridas qPCR 

D1: Primera corrida para el constructo con pcht28 (quitinasa) para los días 0, 2, 3, 4 y 5, 

curvas de amplificación 

 

 

 

D2: Segunda corrida para el constructo con pcht28 (qutinasa) para los días 0, 2, 3, 4 y 5, 

curvas de amplificación 
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D3: Corrida para el constructo con PpGlu (glucanasa) para los días 0, 2, 3, 4 y 5, curvas 

de amplificación 

 

 

 

 

 

 

D4. Análisis datos infiltraciones con pCambia 1305.2, expresión gusPlus en células de 

hojas de tomate de árbol común 
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Kruskal - Wallis rank s µM test  

 

data:  GusInfiltraciones$`Gus+` by GusInfiltraciones$DIA  

Kruskal - Wallis chi - squared = 302.99, df = 6, p - value < 2.2e - 16 

 

 
 

 
 

 

 

D5. Células observadas al microscopio, ensayo de agroinfiltración de hojas de TAC con 

EHA105 + pCambia 1305.2, expresión gen gusPlus mediante tinción histoquímica con X-

Gluc, objetivo 20x, para conteo y análisis estadístico: 

 

1. Control. (A) Células de la epidermis. (B) Células de parénquima. 



134 Organogénesis, regeneración in vitro y expresión de los genes gus, gfp, pcht28 y PpGlu en tomate 

de árbol común (Solanum betaceum Cav.) 

 

 

 

 

2. Células del parénquima. (C) Día 0 de infiltración. (D) Día 1 de infiltración 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A B 

C D 
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3. Células del parénquima. (E) Día 2 de infiltración. (F) Día 3 de infiltración 
 

 

 

4. Células del parénquima. (G) Día 4 de infiltración. (H) Día 5 de infiltración 

 

 

 

E F 

G H 





Anexo E 137 

 

 

E. Anexo E: Análisis estadístico 

infiltración frutos TAC 

Shapiro - Wilk normality test  

 

data:  sintoma$"7dias" + sintoma$`15dias` + sintoma$`21dias`  

W = 0.95913, p - value = 0.1564  

 

 

#### anova para 7dias  

> summary(anovaa)  

                    Df S µM Sq Mean Sq F value   Pr(>F)     

sintoma$Tratamiento  3  4.180  1.39 32   16.12 8.33e - 07 ***  

Residuals           36  3.112  0.0865                      

 

 

##### anova 15 dias  

> summary(anova15dias)  

                    Df S µM Sq Mean Sq F value   Pr(>F)     

sintoma$Tratamiento  3  6.285  2.0950   16.74 5.66e - 07 ***  

Residuals           36  4.506  0.1252                      

---  

Signif. codes:  0 ó***ô 0.001 ó**ô 0.01 ó*ô 0.05 ó.ô 0.1 ó ô 1 

 

 

### anova para 21 dias  

> summary(anova21dias)  

                    Df S µM Sq Mean Sq F value  Pr(>F)     

sintoma$Tratamiento  3  6.149  2.0497   13.96 3.4e - 06 ***  

Residuals           36  5.286  0.1468                     

---  

Signif. codes:  0 ó***ô 0.001 ó**ô 0.01 ó*ô 0.05 ó.ô 0.1 ó ô 1 

 

 

#### ANOVA para todos los días  

 

> summary(anova2)  

                    Df S µM Sq Mean Sq F value   Pr(>F)     

sintoma$Tratamiento  3  48.94  16.313   16.84 5.32e - 07 ***  

Residuals           36  34.88   0.969                      
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---  

Signif. codes:  0 ó***ô 0.001 ó**ô 0.01 ó*ô 0.05 ó.ô 0.1 ó ô 1   
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F. Anexo F: Obtención de células 

competentes y transformación de E. 

coli y A. tumefaciens 

Obtención de células competentes de E. coli DB3.1 

 

1. Estriar las bacterias en medio LB sólido con 50 mg L-1 de estreptomicina, incubar toda 

la noche a 37°C. 

2. Inocular una colonia aislada en 2 ml de medio LB líquido sin antibiótico, incubar toda la 

noche a 37°C y 180 rpm. 

3. Inocular 300 µl de suspensión bacteriana en 30 ml de medio LB líquido, incubar 4 horas 

hasta alcanzar una densidad óptica (OD) de 0,5-0,6 a 600 nm. 

4. Incubar sobre hielo 30 minutos. 

5. Centrifugar a 4000 rpm, 6 minutos a 4°C. 

6. Descartar sobrenadante y resuspender pellet en 30 ml de CaCl2 100 mM muy frío e 

incubar en hielo 5 minutos. 

7. Repetir centrifugación, descartar sobrenadante, resuspender en 3 ml de CaCl2 muy frío 

cuidadosamente. Dispensar 200 µl en tubos Eppendorf de 1,5 ml. 

8. Dejar en hielo 30 minutos antes de usar. O dejar 15 minutos antes de almacenar con 

glicerol a una concentración final de 30% y congelar a -80°C. 
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Transformación de células competentes de E. coli DB3.1 

 

1. Tomar un tubo de 1,5 ml con 200 µl de las bacterias anteriores, y adicionar 2 µl de 

plásmido (~100 ng). Dejar 2 minutos a 42°C en baño maría. 

2. Enfriar en hielo 10 minutos. 

3. Añadir 700 µl de medio LB líquido sin antibióticos y precalentado a 37°C. Incubar 1 hora 

a 37°C y 200 rpm. 

4. Plaquear en medio sólido con 50 mg L-1 del antibiótico kanamicina. Incubar toda la noche 

a 37°C. 

5. Inocular una colonia en 30 ml de medio líquido con estreptomicina y kanamicina, dejar 4 

horas o toda la noche a 37°C. A partir de estas suspensiones bacterianas se realizaron 

stocks con glicerol al 85%, almacenado a -80°C. 

 

 

Obtención de células competentes de Agrobacterium 

1. Crecer cada cepa en medio YEP sólido con los antibióticos correspondientes, crecer toda 

la noche a 28°C. 

2. Inocular una colonia en 30 ml de medio YEP líquido, con los antibióticos necesarios. 

Crecer a 28°C y 180 rpm, ~24 horas o hasta alcanzar una OD de 0,5-1 

3. Incubar sobre hielo 30 minutos. Centrifugar a 3.600 rpm, 10 minutos a 4°C. 

4. Descartar sobrenadante y resuspender pellet en 30 ml de CaCl2 20 mM muy frío y volver 

a centrifugar 8 minutos. 

7. Descartar sobrenadante, resuspender en 2 ml de CaCl2. Alicuotar volúmenes de 200 µl 

en tubos eppendorf y adicionar glicerol al 85% para almacenar a -80°C. 

8. Dejar en hielo 15 minutos antes de almacenar o usar. 

 

 

Transformación de bacterias competentes de Agrobacterium 

1. Mantener tubo con bacterias competentes en hielo, y adicionar 5 µg de plásmido (1-10 

µg/ µl) antes de descongelar. 

2. Sumergir tubo con mezcla anterior (bacterias/plásmido) en nitrógeno líquido por 5 

minutos. 
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3. Descongelar por 10 minutos a 37°C en baño maría. Transferir a tubo eppendorf con 1 ml 

de medio YEP sin antibióticos e incubar 3 horas en agitación a 28°C. 

4. Centrifugar 2 minutos a 8.000 rpm (Thermo scientific Heraeus). Descartar sobrenadante, 

resuspender bacterias en medio líquido (0,1-1 ml) con los antibióticos correspondientes 

para cada cepa. 

5. Plaquear 100-300 µl en medio YEP sólido con el antibiótico de selección, 50 mg L -1 de 

kanamicina 
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G. Anexo G: Protocolo de extracción de 

ADN plasmídico 

1. Transferir 1,5 ml de suspensión bacteriana a un Eppendorf de 1,5 ml, centrifugar a 13.000 

rpm 4 minutos. 

2. Descartar sobre nadante y resuspender en 100 µl de solución I (ver anexos) fría, dar 

vortex e incubar 5 minutos a temperatura ambiente. 

3. Añadir 200 µl de solución II y 1 µl de ARNasa a cada tubo, mezclar bien por inversión. 

Incubar en hielo 5 minutos. 

4. Añadir 150 µl de solución III fría, mezclar por inversión o vortex. Incubar en hielo 10 

minutos. 

5. Dar vortex unos segundos, centrifugar 5 minutos a 13.0000 rpm. 

6. Transferir sobrenadante a eppendorf y añadir 2X de isopropanol frío. Mezclar por 

inversión e incubar 5 minutos a temperatura ambiente. 

7. Centrifugar 10 minutos a 15.0000 rpm y descartar sobrenadante. 

8. Añadir 1 ml de etanol al 70%, mezclar invirtiendo varias veces. Centrifugar 3 minutos a 

13.000 rpm y descartar sobrenadante. 

9. Dejar secar el etanol y resuspender el sedimento en 30 µl de agua milli-Q. Almacenar a 

-20°C. 
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H. Anexo H: Análisis y datos de 

ensayos de transformación en tomate 

de árbol común con pMDC85 

H1 Datos de la evaluación de la concentración mínima del antibiótico de selección, 

higromicina 

Evaluación de la concentración de higromicina sobre la regeneración de segmentos de hoja 

de tomate de árbol común, 24 explantes por tratamiento (4 cajas de petri con 6 explantes) 

 
Evaluación para semillas, 24 semillas sin transformar 
 

Concentraciones [mg L-1] 0 5 10 20 30 40 

Fenolizadas 0 6 5 5 8 10 

Semillas con germinación  22 2 0 0 0 0 

% fenolización 0 25 20,83 20,83 33,33 41,67 

%Sem germinadas 91,67 8,33 0 0 0 0 

 

H2 Datos de ensayos de transformación utilizando hoja y el plásmido pcambia 1305.2: 

80 explantes (hojas) por cepa, acetosiringona 100 µM, cocultivo 4 noches, OD ~1, selección 

con higromcina 40 mg L-1 

Cepa 

Total 

con 
bact % bact 

Total 
hong 

% 
hongo Marchitos 

% 
marchitos 

Exp con 
brotes 

% exp con 
brotes total exp 

LBA4404 5 6,25 10 12,5 59 73,75 6 7,5 80 

EHA105 11 13,75 8 10 53 66,25 8 10 80 

AGL1 57 71,25 2 2,5 16 20 5 6,25 80 

Control 0 0 0 0 29 36,25 51 63,75 80 
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Cepa 
Total 
bact % bact 

Total 
hong 

% 
hongo Marchitos 

% 
marchitos 

Exp con 
brotes 

% exp 
brotes total exp 

LBA4404 6 7,5 3 3,75 69 86,25 2 2,5 80 

EHA105 13 16,25 6 7,5 59 73,75 2 2,5 80 

AGL1 50 62,5 1 1,25 28 35 1 1,25 80 

control 0 0 0 0 13 16,25 67 83,75 80 

          

promedio de los datos anteriores por cepa 

Cepa 

Total 
con 
bact % bact 

Total 
con 
hong 

% 
hongo 

Exp 
marchitos 

% 
marchitos 

Exp con 
brotes 

% exp con 
brotes 

 

LBA4404 5,5 6,875 6,5 8,125 64 80 4 5 
 

EHA105 12 15 7 8,75 56 70 5 6,25 
 

AGL1 53,5 66,875 1,5 1,875 22 27,5 3 3,75 
 

control 0 0 0 0 21 26,25 59 73,75 
 

 

Ensayo cenicaña, transformación con las cepas AGL1 o EHA105 con el plásmido 

pCambia 1305.2 o el plásmido pMDC85::quitinasa/glucanasa 6 explantes 

cepa+plasmido+medio lab 
Exp con 
bact 

% 
bact 

Exp 
marchitos 

% 
marchito
s 

Exp con 
brotes 

% 
brotes 

total 
exp 

AGL1+pCambia+medio lab 1 16,67 5 83,33 0 0 6 

EHA105+pCambia+medio lab 2 33,33 4 66,67 0 0 6 

AGL1+pMDC85::Q+medio lab 2 33,33 4 66,67 0 0 6 

EHA105+pMDC85::G+medio 
lab 1 16,67 5 83,33 0 0 6 

EHA105 vacío+medio lab 1 16,67 5 83,33 0 0 6 
AGL1+pCambia+medio 
cenicaña 0 0 6 100 0 0 6 
EHA105+pCambia+medio 
cenicaña 0 0 6 100 0 0 6 

AGL1+pMDC85::Q+medio 
cenicaña 2 33,33 4 66,67 0 0 6 

EHA105+pMDC85::G+medio 
cenicaña 1 16,67 5 83,33 0 0 6 
EHA105 vacío+medio 
cenicaña 0 0 6 100 0 0 6 
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H3 Datos de ensayos de transformación utilizando hoja y el plásmido pMDC85 

T1 Hoja 80 explantes, 4 noches cocultivo 100 µM de acetosiringona, OD 0.5, selección 
40 mg L-1 higromicina 

cepa+gen 

Total 
con 

bact 

% 

bact 

Total 
con 

hong % hongo 

total 

marchitos 

% 

marchitos 

total con 

brotes 

% 

brotes total exp 

EHA105+QU
IT 57 71,25 0 0 23 28,75 0 0 80 

EHA105+GL
U 52 65 0 0 28 35 0 0 80 

AGL1+QUIT 61 76,25 0 0 17 21,25 0 0 78 

AGL1+GLU 66 82,5 0 0 14 17,5 0 0 80 

Control 0 0 0 0 13 16,25 67 83,75 80 

 
 

 

T2 Hoja 80 explantes, 4 noches cocultivo, 100 µM de acetosiringona, OD 0.5, selección 
40 mg L-1 higromicina 

cepa+gen 

Total 
con 
bact 

% 
bact 

Total 
con 
hongo % hongo 

total 
marchitos 

% 
marchitos 

total con 
brotes 

% 
brotes total exp 

EHA105+QU

IT 43 53,75 0 0 37 46,25 0 0 80 

EHA105+GL
U 56 70 0 0 24 30 0 0 80 

AGL1+QUIT 62 77,5 1 1,25 17 21,25 0 0 80 

AGL1+GLU 59 73,75 0 0 21 26,25 0 0 80 

Control 0 0 0 0 19 23,75 61 76,25 80 

 
 
 

T3 Hoja 80 explantes, acetosiringona 100 µM y 4 noches cocultivo, OD 0.5, selección 
40 mg L-1 higromicina 

0

50

100

150

% bact % marchitos % brotes

Ensayo transformación CENICAÑA

AGL1+pCambia+medio lab EHA105+pCambia+medio lab

AGL1+pMDC85::Q+medio lab EHA105+pMDC85::G+medio lab

EHA105 vacío+medio lab AGL1+pCambia+medio cenicaña

EHA105+pCambia+medio cenicaña AGL1+pMDC85::Q+medio cenicaña

EHA105+pMDC85::G+medio cenicañaEHA105 vacío+medio cenicaña
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cepa+gen 

Total 
con 

bact 

% 

bact 

Total 
con 

hong % hongo 

total 

marchitos 

% 

marchitos 

total con 

brotes 

% 

brotes total exp 
EHA105+QU

IT 37 46,25 0 0 43 53,75 0 0 80 

EHA105+GL
U 42 52,5 0 0 38 47,5 0 0 80 

AGL1+QUIT 52 65 0 0 28 35 0 0 80 

AGL1+GLU 69 86,25 0 0 11 13,75 0 0 80 

control 0 0 0 0 52 65 28 35 80 
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T4 Hoja, 80 explantes, acetosiringona 100 µM y 4 noches cocultivo, OD 0.5, selección 

10 mg L-1 higromicina 

cepa+gen 

Total 
con 
bact 

% 
bact 

Total 
con 
hong % hongo 

total 
marchitos 

% 
marchitos total brotes 

% 
brotes total exp 

EHA105+QU

IT 56 70 0 0 24 30 0 0 80 

EHA105+GL
U 35 43,75 0 0 45 56,25 0 0 80 

AGL1+QUIT 48 60 2 2,5 30 37,5 0 0 80 

AGL1+GLU 51 63,75 5 6,25 24 30 0 0 80 

control 3 3,75 0 0 40 50 37 46,25 80 

 
 

 

T5 Hoja, 80 explantes, acetosiringona 100 µM y 4 noches cocultivo, OD 0.5, selección 

10 mg L-1 higromicina 

cepa+gen 

Total 

bact 

% 

bact 

Total 

hong % hongo 

total 

marchitos 

% 

marchitos 

total con 

brotes 

% 

brotes total exp 

EHA105+QU
IT 35 43,75 0 0 45 56,25 0 0 80 

EHA105+GL
U 41 51,25 0 0 39 48,75 0 0 80 

AGL1+QUIT 47 58,75 0 0 33 41,25 0 0 80 

AGL1+GLU 56 70 0 0 24 30 0 0 80 

control 2 2,5 0 0 43 53,75 35 43,75 80 
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H5 Análisis de ensayos de transformación utilizando hoja y el plásmido pMDC85 
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T6 Hoja, 60 explantes, acetosiringona 100 µM y 4 noches cocultivo, OD 0.03-0.06, 
selección 10 mg L-1 higromicina, se dejó 2 meses en medio de regeneración 

cepa+gen 
Total 
bact 

% 
bact 

Total 
hong % hongo 

total 
marchitos 

% 
marchitos 

total con 
brotes 

% 
brotes total exp 

EHA105+QU

IT 18 30 0 0 37 61,67 5 8,33 60 

EHA105+GL
U 13 21,67 0 0 43 71,67 4 6,67 60 

AGL1+QUIT 28 46,67 0 0 24 40,00 8 13,33 60 

AGL1+GLU 33 55 0 0 26 43 1 

1,6666

7 60 

Control 10 16,67 0 0 10 16,67 40 66,67 60 
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T7 Hoja 12 explantes, acetosiringona 100 µM y 4 noches cocultivo, OD 0.03-0.06, 
selección 5 mg L-1 higromicina 

cepa+gen 

Total 

bact 

% 

bact 

Total 

hong % hongo 

total 

marchitos 

% 

marchitos total brotes 

% 

brotes total exp 

EHA105+QU
IT 5 41,67 0 0 7 8,75 0 0 12 

EHA105+GL
U 6 50 0 0 6 7,5 0 0 12 

AGL1+QUIT 8 66,67 0 0 4 5 0 0 12 

AGL1+GLU 8 66,67 0 0 4 5 0 0 12 

control 1 8,33 0 0 9 11,25 2 2,5 12 

 
 

 

T8 Hoja, 12 explantes, acetosiringona 100 µM y 4 noches cocultivo, OD 0.03-0.06, 
selección 5 mg L-1 higrommicina 

cepa+gen 
Total 
bact 

% 
bact 

Total 
hong % hongo 

total 
marchitos 

% 
marchitos total brotes 

% 
brotes total exp 

EHA105+QU
IT 7 58,33 0 0 5 41,67 0 0 12 

EHA105+GL

U 8 66,67 0 0 4 33,33 0 0 12 

AGL1+QUIT 9 75,00 0 0 3 25,00 0 0 12 

AGL1+GLU 9 75,00 0 0 3 25,00 0 0 12 

control 8 66,67 0 0 4 33,33 0 0 12 
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T9 Hoja, 12 explantes, acetosiringona 100 µM y 4 noches cocultivo, OD 0.03-0.06, 
selección 5 mg L-1 higrommicina 

cepa+gen 
Total 
bact 

% 
bact 

Total 
hong % hongo 

total 
marchitos 

% 
marchitos total brotes 

% 
brotes total exp 

EHA105+QU

IT 6 50 0 0 6 50 0 0 12 

EHA105+GL
U 6 50 0 0 6 50 0 0 12 

AGL1+QUIT 7 58,33 0 0 5 41,67 0 0 12 

AGL1+GLU 5 41,67 0 0 7 58,33 0 0 12 

control 3 25,00 0 0 9 75,00 0 0 12 

 
 

T10 Hoja, 12 explantes, acetosiringona 100 µM y 4 noches cocultivo, OD 0.03-0.06, 
selección 5 mg L-1 higrommicina 

cepa+gen 
Total 
bact 

% 
bact 

Total 
hong % hongo 

total 
marchitos 

% 
marchitos total brotes 

% 
brotes total exp 

EHA105+QU
IT 6 50 0 0 6 50 0 0 12 

EHA105+GL
U 6 50 0 0 6 50 0 0 12 

AGL1+QUIT 7 58,33 0 0 5 41,67 0 0 12 

AGL1+GLU 5 41,67 0 0 7 58,33 0 0 12 

Control 3 25,00 0 0 9 75,00 0 0 12 

          

T11 Hoja, 12 explantes, acetosiringona 100 µM y 4 noches cocultivo, OD 0.03-0.06, 
selección 5 mg L-1 higrommicina, tomate arbol  

cepa+gen 
Total 
bact 

% 
bact 

Total 
hong % hongo 

total 
marchitos 

% 
marchitos total brotes 

% 
brotes total exp 

EHA105+QU
IT 5 42 0 0 7 58 0 0 12 

EHA105+GL
U 4 33 0 0 8 67 0 0 12 

AGL1+QUIT 5 41,67 0 0 7 58,33 0 0 12 

AGL1+GLU 6 50 0 0 6 50 0 0 12 

control 2 16,67 0 0 10 83,33 0 0 12 
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H7 Análisis de ensayos de transformación utilizando hoja y el plásmido pMDC85 
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Graficas ensayos preliminares CIAT: 

  

Respuesta ensayo preliminar de transformación de segmentos de hojas de tomate de árbol 

común en el CIAT, porcentaje bacterias y de marchitos, utilizando EHA105 + 

pMDC85::pcht28, OD de ~0,7, 100 µM de acetosiringona, 4 noches de cocultivo a 24°C, 

medio de selección con 5 mg L-1 de higromicina. Al primer mes del ensayo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Respuesta ensayo preliminar de transformación de segmentos de hojas de tomate de árbol 

común en el CIAT, porcentaje respuesta callo, utilizando EHA105 + pMDC85::pcht28, OD 

de ~0,7, 100 µM de acetosiringona, 4 noches de cocultivo a 24°C, medio  de selección con 

5 mg L-1 de higromicina. Al primer mes del ensayo 
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H8 Datos de ensayos de transformación utilizando semilla y el plásmido pMDC85: 

T1 semilla, 60 sem, acetosiringona 100 µM y 4 noches cocultivo, sonicación 15 minutos 

cepa+gen 
Total con 

hong % hongo 
Sem 

germinadas 
% 

germinadas 
sem sin 
germinar 

total 
sem 

Total con 
bact % bact 

 

EHA105+QUIT 0 0 43 71,67 17 60 46 76,667 
 

EHA105+GLU 0 0 38 63,33 22 60 45 75 
 

AGL1+QUIT 0 0 44 73,33 16 60 57 95 
 

AGL1+GLU 0 0 41 68,33 19 60 55 91,667 
 

control 1 1,67 54 90 4 59 1 1,67 
 

 
 
 

T2 semillas, 60 sem, acetosiringona 100µM y 4 noches cocultivo, OD 0.5, sonicación 15 
minutos, selección 10 mg L-1 higromicina 

cepa+gen 
Total con 
hong % hongo 

Sem 
germinadas 

% 
germinadas 

Sem sin 
germinar 

total 
exp 

Total con 
bact % bact 

 

EHA105+QUIT 1 1,67 40 66,67 19 60 35 58,33 
 

EHA105+GLU 0 0 42 70 18 60 44 73,33 
 

AGL1+QUIT 0 0 39 65 21 60 48 80 
 

AGL1+GLU 6 10 45 75 9 60 50 83,33 
 

control 1 1,67 49 81,67 10 60 0 0 
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T3 semillas, 60 sem, acetosiringona 100 µM y 4 noches cocultivo, OD 0.5, sonicación 15 
minutos, selección 10 mg L-1 higromicina 

cepa+gen 
Total con 
hong % hongo 

Sem 
germinadas 

% 
germinadas 

Sem sin 
germinar 

total 
exp 

Total con 
bact % bact 

 

EHA105+QUIT 0 0 34 56,67 26 60 41 68,33 
 

EHA105+GLU 3 5 46 76,67 11 60 37 61,67 
 

AGL1+QUIT 0 0 50 83,33 8 58 52 86,67 
 

AGL1+GLU 0 0 47 78,33 13 60 51 85 
 

Control 0 0 51 85 9 60 0 0 
 

 
 

 
T4 semillas, 60 sem, acetosiringona 100 µM, 4 noches cocultivo, OD 0.5, sonicación 15 
minutos, selección 10 mg L-1 higromicina 

cepa+gen 
Total con 
hong % hongo 

Sem 
germinadas 

% 
germinadas 

Sem sin 
germinar 

total 
exp 

Total con 
bact % bact 

 

EHA105+QUIT 0 0 45 75 15 60 38 63,33 
 

EHA105+GLU 0 0 37 61,67 23 60 33 55 
 

AGL1+QUIT 0 0 33 55 27 60 45 75 
 

AGL1+GLU 0 0 52 86,67 8 60 54 90 
 

control 0 0 54 90 6 60 0 0 
 

 

 

 

H9 Análisis de ensayos de transformación utilizando semillas y el plásmido 

pMDC85 
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T5 semillas, 12 sem, acetosiringona 100 µM, 4 noches cocultivo, OD 0.03-0.06, 
sonicación 10 minutos, corte testa, selección 5 mg L-1 higromicina 
 

cepa+gen 
Total con 
hong % hongo 

Sem 
germinadas 

% 
germinadas 

Sem sin 
germinar 

total 
exp 

Total con 
bact % bact 

 

EHA105+QUIT 0 0 7 58,33 5 12 8 66,67 
 

EHA105+GLU 0 0 8 66,67 4 12 10 83,33 
 

AGL1+QUIT 0 0 9 75,00 3 12 9 75,00 
 

AGL1+GLU 0 0 7 58,33 5 12 8 66,67 
 

control 0 0 10 83,33 2 12 0 0,00 
 

 
 

 

T6 semillas, 12 sem, acetosiringona 100 µM, 4 noches cocultivo, OD 0.03-0.06, 
sonicación 10 minutos, corte testa, selección higromicina 5 mg L-1 

 

cepa+gen 
Total con 
hong % hongo 

Sem 
germinadas 

% 
germinadas 

Sem sin 
germinar 

total 
exp 

Total con 
bact % bact 

% plantas 
medio 
selec 

EHA105+QUIT 0 0 9 75 3 12 6 50 25 

EHA105+GLU 0 0 9 75 3 12 8 66,67 8 

AGL1+QUIT 0 0 7 58,33 5 12 5 41,67 0 

AGL1+GLU 0 0 3 25 9 12 7 58,33 0 

control 0 0 11 91,67 1 12 0 0 0 
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T7 semillas, 12 sem, acetosiringona 100 µM, 4 noches cocultivo, OD 0.03-0.06, 
sonicación 10 minutos, corte testa, 5 mg L-1 higromicina 
 

cepa+gen 

Total con 

hong % hongo 

Sem 

germinadas 

% 

germinadas 

Sem sin 

germinar 

total 

exp 

Total con 

bact % bact 

% plantas 
medio 

selec 

EHA105+QUIT 0 0 7 58,33 5 12 6 50 0 

EHA105+GLU 0 0 9 75 3 12 7 58,33 0 

AGL1+QUIT 0 0 8 66,67 4 12 4 33,33 17 

AGL1+GLU 0 0 8 66,67 4 12 5 41,67 0 

Control 0 0 10 83,33 2 12 0 0 0 

 
 

 
T8 semillas, 12 sem, acetosiringona 100 µM, 4 noches cocultivo, OD 0.03-0.06, 
sonicación 10 minutos, corte testa, selección 5 mg L-1 higromicina 

cepa+gen 
Total con 
hong % hongo 

Sem 
germinadas 

% 
germinadas 

Sem sin 
germinar 

total 
exp 

Total con 
bact % bact 

 

EHA105+QUIT 0 0 6 50 6 12 5 41,67 
 

EHA105+GLU 0 0 8 66,67 4 12 7 58,33 
 

AGL1+QUIT 0 0 8 66,67 4 12 6 50 
 

AGL1+GLU 0 0 7 58,33 5 12 6 50 
 

control 0 0 8 66,67 4 12 0 0 
 

 

 
 

T9 semillas, 12 sem, acetosiringona 100 µM, 4 noches cocultivo, OD 0,03-0,06, 
sonicación 10 minutos, corte testa, selección 5 mg L-1 higromicina 

cepa+gen 
Total con 
hong % hongo 

Sem 
germinadas 

% 
germinadas 

Sem sin 
germinar 

total 
exp 

Total con 
bact % bact 

% plantas 
medio 
selec 

EHA105+QUIT 0 0 4 33 8 12 6 50,00 0 

EHA105+GLU 0 0 5 41,67 7 12 6 50,00 0 

AGL1+QUIT 0 0 3 25,00 9 12 5 42 0 

AGL1+GLU 0 0 4 33,33 8 12 5 42 8 

control 0 0 9 75,00 3 12 0 0 0 
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H10 Análisis de ensayos de transformación utilizando semillas y el plásmido pMDC85 
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I. Anexo I. Información genes, plasmidos 

y cepas (adquisición o fuente) 

1. Fuente genes NCBI: 

Endoquitinasa: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/L19342 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/L19342
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Glucanasa: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JX127223 
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2. Compra genes GenScript en plásmido pMDC85:  
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3. Cepas de Agrobacterium, E. coli y plásmidos donadas por el Dr. Paul Chavarriaga, 

plataforma de transformación genética del CIAT: 

 

 

 

 

 



Anexo I 165 

 

 





Bibliografía 167 

 

 

Bibliografía 

 

Abdul Kadir, N. A. A., Rahmat, A., & Jaafar, H. Z. E. (2015). Protective Effects of Tamarillo 

(Cyphomandra betacea) Extract against High Fat Diet Induced Obesity in Sprague-

Dawley Rats. Journal of Obesity, 1ï8. https://doi.org/10.1155/2015/846041 

 

Afanador-Kafuri, L., Minz, D., Maymon, M., & Freeman, S. (2003). Characterization of 

Colletotrichum isolates from amarillo, passiflora and mango in Colombia and 

identification of a unique species from the genus. Phytopathology, 93(5), 579ï587. 

https://doi.org/10.1094/PHYTO.2003.93.5.579 

 

Agrios, G. N. (2005). Plant Pathology. Fifth Edition. Academic Press. New York. 

 

Agronet. (2021). https://www.agronet.gov.co/estadistica/paginas/home.aspx 

 

Ahlquist, P. (2002). RNA-dependent RNA polymerases, viruses, and RNA silencing. 

Science, 296, 1270ï1273 

 

Alarcón, J.J., & Chavarriaga, W. (2007). Diagnóstico precoz de la antracnosis 

(Colletotrichum gloeosporioides) (Penz) Penz & Sacc. en tomate de árbol mediante el 

empleo de infecciones quiescentes. Agronomía (Manizales), 15(1), 89ï102. 

 

Aponte, A., Debrot, E., Arnal, E., Solórzano, R., & Ramos, F. (2006). Diagnóstico de las 

enfermedades del Tomate de Árbol en los estados de Aragua y Miranda, Venezuela. 

Revista Ceniap Hoy, 9. https://www.engormix.com/agricultura/articulos/enfermedades-

tomate-de-arbol-t26678.htm 

 

Aranzazu, L., & Rondón, J. (1999). Manejo productivo del cultivo de tomate de árbol y de la 

antracnosis (Corpoica & Pronata (eds.)). Produmedios. 

 

Bernal, J.A. (1996). Plagas y enfermedades del tomate de árbol. Universidad Nacional de 

Colombia, Bogotá. Facultad de Agronomia. Boletin de Sanidad Vegetal - Instituto 

https://doi.org/10.1155/2015/846041
https://doi.org/10.1094/PHYTO.2003.93.5.579
https://www.engormix.com/agricultura/articulos/enfermedades-tomate-de-arbol-t26678.htm
https://www.engormix.com/agricultura/articulos/enfermedades-tomate-de-arbol-t26678.htm


168 Organogénesis, regeneración in vitro y expresión de los genes gus, gfp, pcht28 y PpGlu en tomate 

de árbol común (Solanum betaceum Cav.) 

 

Colombiano Agropecuario (Colombia), 11. 

 

Cai, L., Hyde, K., Taylor, P., Weir, B., M. Waller, J., Abang, M., Zhang, J. Z., Yang, Y. L., 

Phoulivong, S., & Liu, Z. Y. (2009). A polyphasic approach for studying Colletotrichum. 

In Fungal Diversity, 39. 

 

Caicedo, J. D., Lalangui, K. P., Pozo, A. N., Cevallos, P. A., Arahana, V. S., & Méndez, K. 

S. (2017). Multilocus molecular identification and phylogenetic analysis of 

Colletotrichum tamarilloi as the causal agent of Tamarillo (Solanum betaceum) 

anthracnose in the Ecuadorian highlands. European Journal of Plant Pathology, 

148(4), 983ï996. https://doi.org/10.1007/s10658-017-1155-3 

 

Camarena, F., Chura, J., Blas R. (2014). Mejoramientp genético y biotecnológico de plantas. 

UNALM/Agrobanco. Lima. Perú. pp. 278. https://www.agrobanco.com.pe/wp-

content/uploads/2017/07/MEJORAMIENTO_GENETICO_Y_BIOTECNOLOGICO_DE

_PLANTAS.pdf 

 

Campo-Arana,      R.;      Urango-Esquivel,      N.;Pérez-Polo,   D.   (2019).   Integrated   

management   of   Colletotrichum  gloesporioides  in  yellow  passion  fruit  (Passiflora 

edulis  f.  flavicarpa  Degener).  Revista  de  Ciencias   Agrícolas,   36(2):   87-94.   doi:   

https://doi.org/10.22267/rcia.193602.120 

 

Cerón, I., Higuita, J. C., & Cardona, C. A. (2011). Capacidad antioxidante y contenido 

fenólico total de tres frutas cultivadas en la región andina. Vector, 5 (1909ï7891), 17ï

26.  

 

Damm, U., Cannon, P. F., Woudenberg, J. H. C., & Crous, P. W. (2012). The Colletotrichum 

acutatum species complex. Studies in Mycology, 73, 37ï113. 

https://doi.org/10.3114/sim0010 

 

Dean, R., Van Kan, J. A., Pretorius, Z.A. Hammond-Kosack, K. E. D. P. A., Spanu, P. D., 

Rudd, J. J., Dickman, M., Kahmann, R., Ellis, J., & Foster, G. D. (2012). The Top 10 

fungal pathogens in molecular plant pathology. Molecular Plant Pathology, 13(4), 414ï

https://doi.org/10.1007/s10658-017-1155-3
https://doi.org/10.22267/rcia.193602.120
https://doi.org/10.3114/sim0010


Bibliografía 169 

 

430. https://doi.org/https://doi.org/10.1111/j.1364-3703.2011.00783.x 

 

Diaz, M., Zappacosta, D., Frazone, P., & Ríos, R. (2010). Aplicación de la transformación 

genética al mejoramiento vegetal. In G. Levitus, V. Echenique, C. Rubinstein, E. Hopp, 

& L. Mroginski (Eds.), Biotecnología y Mejoramiento Vegetal II (2nd ed., pp. 243ï257). 

INTA. 

 

Donini, M., & Marusic, C. (2019). Current state-of-the-art in plant-based antibody production 

systems. Biotechnol Lett., 41, 335ï346. https://doi.org/10.1007/s10529-019-02651-z 

 

Feicán-Mejia, C.G., Encalada-Alvarado, C.R., & Becerril-Román, A.E. (2016). Descripción 

agronómica del cultivo de tomate de árbol (Solanum betaceum cav.). 

Agroproductividad, 9(8), 78-86. https://revista-

agroproductividad.org/index.php/agroproductividad/article/view/806 

 

Freeman, S., Shalev, Z., & Katan, J. (2002). Survival in soil of Colletotrichum acutatum and 

C. gloeosporioides pathogenic on strawberry. Plant Disease, 86(9), 965ï970. 

https://doi.org/10.1094/PDIS.2002.86.9.965 

 

Gañán, L., Álvarez, E., & Castaño Zapata, J. (2015). Identificación genética de aislamientos 

de Colletotrichum spp. causantes de antracnosis en frutos de aguacate, banano, 

mango y tomate de árbol. Revista de La Academia Colombiana de Ciencias Exactas, 

Físicas y Naturales, 39(152), 339. https://doi.org/10.18257/raccefyn.192 

 

Hutcheson, S. W. (1998). Current concepts of active defense in plants. Annual Review of 

Phytopathology, 36(1), 59ï90. https://doi.org/10.1146/annurev.phyto.36.1.59 

 

Jefferson, R., Kavanagh, T., & Michael, B. (1987). GUS fusions: B-glucuronidase as a 

sensitive and versatile gene fusion marker in higher plants. The EMBO Journal, 6(13), 

3901ï3907. https://doi.org/10.1073/pnas.1411926112 

 

Johnston, P. R., & Jones, D. (1997).  Relationships among Colletotrichum isolates from fruit-

rots assessed using rDNA sequences. Mycologia, 89(3), 420ï430. 

https://doi.org/https:/doi.org/10.1111/j.1364-3703.2011.00783.x
https://doi.org/10.1007/s10529-019-02651-z
https://revista-agroproductividad.org/index.php/agroproductividad/article/view/806
https://revista-agroproductividad.org/index.php/agroproductividad/article/view/806
https://doi.org/10.1094/PDIS.2002.86.9.965
https://doi.org/10.18257/raccefyn.192
https://doi.org/10.1146/annurev.phyto.36.1.59
https://doi.org/10.1073/pnas.1411926112


170 Organogénesis, regeneración in vitro y expresión de los genes gus, gfp, pcht28 y PpGlu en tomate 

de árbol común (Solanum betaceum Cav.) 

 

https://doi.org/10.1080/00275514.1997.12026801 

 

Landero-Valenzuela, N., Lara-Viveros, F. M., Andrade-Hoyos, P., Aguilar-P®rez, L. A., & 

Aguado Rodr²guez, G. J. (2016). Alternativas para el control de Colletotrichum spp. 

Revista Mexicana de Ciencias Agrícolas, 7(5), 1189. 

https://doi.org/10.29312/remexca.v7i5.245 

 

Lim, T. K. (2012). Solanum betaceum. In Edible Medicinal and Non-Medicinal Plantas, 

Fruits, 6, 326ï332. https://doi.org/10.1007/978-94-007-5628-1_38 

 

Paez, A. (2003). Tecnologías sostenibles para el manejo de antracnosis en mango y 

papaya. 

http://www.agronet.gov.co/www/docs_si2/Manejodelaantracnosisenmango.pdf 

 

Pardo-De la Hoz, C. J., Calderón, C., Rincón, A. M., Cárdenas, M., Danies, G., López-

Kleine, L., Restrepo, S., & Jiménez, P. (2016). Species from the Colletotrichum 

acutatum, Colletotrichum boninense and Colletotrichum gloeosporioides species 

complexes associated with tree tomato and mango crops in Colombia. Plant Pathology, 

65(2), 227ï237. https://doi.org/10.1111/ppa.12410 

 

Parikka, P., Lemmetty, A., Sundelin, T., Strømeng, G.M. and Stensvand, A. (2016). Survival 

of Colletotrichum acutatum in plant residue. Acta Hortic., 1117, 177-180 

https://doi.org/10.17660/ActaHortic.2016.1117.28 

 

Pedroza, A. C. S. (2016). Genetic variability analysis of Tamarillo (Solanum betaceum (Cav.) 

and optimization of micropropagation conditions. Tesis de maestría. Universidad de 

Coimbra. Coimbra, Portugal. 69 pp. En: 

https://estudogeral.sib.uc.pt/bitstream/10316/33574/1/Ana%20Carolina%20Sim%C3

%B5es%20Pedrosa.pdf 

 

Pringle, G. J., & Murray, B. G. (1991). Interspecific hybridisation involving the tamarillo, 

Cyphomandra betacea (Cav.) sendt. (solanaceae). New Zealand Journal of Crop and 

Horticultural Science, 19(2), 103ï111. 

https://doi.org/10.1080/00275514.1997.12026801
https://doi.org/10.29312/remexca.v7i5.245
https://doi.org/10.1007/978-94-007-5628-1_38
http://www.agronet.gov.co/www/docs_si2/Manejodelaantracnosisenmango.pdf
https://doi.org/10.1111/ppa.12410
https://doi.org/10.17660/ActaHortic.2016.1117.28


Bibliografía 171 

 

https://doi.org/10.1080/01140671.1991.10421787 

 

Ramírez, F. & Kallarackal, J. 2019. Tree tomato (Solanum betaceum Cav.) reproductive 

physiology: A review, Scientia Horticulturae, 248, 206-215. Doi: 

https://doi.org/10.1016/j.scienta.2019.01.019 

 

Rondón, A., & Rondón, O. (2009). Principales enfermedades del guanábano en Venezuela. 

INIA Divulga, 23ï26. 

 

Rondón, J. G., Aranzazu, L., Tamayo, P., & Bonett, J. (1999). Estudios biológicos y 

epidemiológicos de la antracnosis del tomate de árbol y generación de alternativas 

para su manejo integrado en colombia. In Programa nacional de manejo integrado de 

plagas- Corpoica. 

 

Saldarriaga, A., Bernal, J. A., & Tamayo, P. J. (1997). Enfermedades del cultivo del tomate 

de arbol en Antioquia: guia de reconocimiento y control. Corporación Colombiana de 

Investigación Agropecuaria, CORPOICA. 

https://repository.agrosavia.co/bitstream/handle/20.500.12324/1159/39500_23393.pdf

?sequence=1&isAllowed=y 

 

Saldarriaga, A., Castaño, J., & Arango, R. (2008). Caracterización del agente causante de 

la antracnosis en tomate de árbol, manzano y mora. Revista Academia Colombiana de 

Ciencias Exactas, Físicas y Naturales, 32(123), 145ï156. 

https://doi.org/10.15713/ins.mmj.3 

 

Sanabria, A., Mahuku, G., Kelemu, S., Cadavid, M., García, C., Hío, J. C., Martínez, É., & 

Osorio, J. A. (2010). Molecular identification and characterization of Colletotrichum sp. 

isolates from Tahiti lime, tamarillo and mango. Agronomia Colombiana, 28(3), 391ï

399. 

 

Simmonds, J. (1965). A study of the species of Colletotrichum causing ripe fruit rots in 

Queensland. Queensland J. Agr. Sci., 22, 437-459. 

 

https://doi.org/10.1080/01140671.1991.10421787
https://doi.org/10.1016/j.scienta.2019.01.019
https://repository.agrosavia.co/bitstream/handle/20.500.12324/1159/39500_23393.pdf?sequence=1&isAllowed=y
https://repository.agrosavia.co/bitstream/handle/20.500.12324/1159/39500_23393.pdf?sequence=1&isAllowed=y
https://doi.org/10.15713/ins.mmj.3


172 Organogénesis, regeneración in vitro y expresión de los genes gus, gfp, pcht28 y PpGlu en tomate 

de árbol común (Solanum betaceum Cav.) 

 

Tamayo M., P. J. (2001). Principales enfermedades del tomate de árbol, la mora y el lulo en 

Colombia. http://bibliotecadigital.agronet.gov.co/bitstream/11348/4176/1/083.pdf 

 

Vasco, C., Avila, J., Ruales, J., Svanberg, U., & Kamal-Eldin, A. (2009). Physical and 

chemical characteristics of golden-yellow and purple-red varieties of tamarillo fruit 

(Solanum betaceum Cav.). International Journal of Food Sciences and Nutrition, 60(7), 

278ï288. https://doi.org/10.1080/09637480903099618 

 

Viera, W. F., Sotomayor, A. V., Tamba, M. V., Vásquez, W. A., Martínez, A., Viteri, P. F., & 

Ron, L. (2016). Estimación de parámetros de calidad del fruto para segregantes 

interespecíficos de tomate de árbol (Solanum betaceum Cav.) en respuesta de 

resistencia a la Antracnosis (Colletotrichum acutatum J.H. Simmonds). Acta 

Agronomica, 65(3), 304ï311. 

https://doi.org/http://dx.doi.org/10.15446/acag.v65n3.49771 

 

Wani, S. H. (2010). Inducing Fungus-Resistance into Plants through Biotechnology. Not. 

Sci. Biol, 2(2), 14ï21. https://doi.org/10.15835/nsb.2.2.4594 

 

Wise, A., Liu, Z., & Binns, A. N. (2006). Culture and maintenance of Agrobacterium strains. 

En K. Wang (Ed.), Methods in Molecular Biology. Agrobacterium Protocols  Volumen I 

(2 ed., vol. 343, pp. 3-13). Humana Press Inc.  

 

 

http://bibliotecadigital.agronet.gov.co/bitstream/11348/4176/1/083.pdf
https://doi.org/10.1080/09637480903099618
https://doi.org/http:/dx.doi.org/10.15446/acag.v65n3.49771
https://doi.org/10.15835/nsb.2.2.4594

